Beiträge zur Analyse der Produktion von Matrixmetalloproteinasen durch retinale Pigmentepithelzellen und Endothelzellen by Deutsch, Katrin
Beiträge zur Analyse der Produktion von Matrixmetal loproteinasen durch 





zur Erlangung des akademischen Grades 
Dr. med. 
an der Medizinischen Fakultät  






Katrin Deutsch, geb. Tiedemann  
geboren am 01.07.1978 in Sondershausen  
 
 
angefertigt an:  








Beschluss über die Verleihung des Doktorgrades vom: 09.09.2015 
 
brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk
provided by Qucosa - Publikationsserver der Universität Leipzig
Bibliographische Beschreibung 
Deutsch Katrin, geb. Tiedemann 
Beiträge zur Analyse der Produktion von Matrixmetalloproteinasen durch retinale 
Pigmentepithelzellen und Endothelzellen 
 
 
Universität Leipzig, Dissertation 
89 Seiten, 7 Tabellen, 33 Abbildungen, 116 Literaturangaben 
 
Referat  
Interaktionen von Zellen mit der Extrazellulären Matrix (ECM) sind entscheidend für 
die normgerechte Entwicklung und Funktion des Organismus. Die Modulation der 
Zellmatrixinteraktion erfolgt durch proteolytische Systeme, die Bestandteile der ECM 
abbauen. Das betrifft physiologische und pathologische Prozesse wie beispielsweise 
Veränderungen der ECM im Rahmen von Augenerkrankungen. Die diabetische 
Retinopathie und altersabhängige Makuladegeneration (AMD) gehören zu den 
häufigsten Erblindungsursachen. In der Pathogenese dieser Erkrankungen spielt die 
pathologische Neubildung von Gefäßen (Neovaskularisation) eine entscheidende 
Rolle. Der Umbau der ECM, welcher insbesondere durch die Wirkung von 
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) erfolgt, stellt einen Schlüsselschritt bei 
Neovaskularisationen dar. Durch ihre Fähigkeit, die Aktivität von MMPs zu hemmen, 
sorgen TIMPs (Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinase) für das sensible 
Gleichgewicht zwischen Gewebe-abbauenden und -aufbauenden Prozessen. 
Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Bildung von MMPs durch retinale 
Pigmentepithel (RPE) -Zellen und retinale Endothel (RE) -Zellen sowie deren 
Regulation durch verschiedene Zytokine. In experimentellen Untersuchungen wurden 
insbesondere MMP-2 und MMP-9 näher betrachtet. Mittels Zymographie wurde 
zunächst die Sekretion von MMPs durch RPE-Zellen demonstriert. Nach Stimulation 
der Zellen durch verschiedene Zytokine/Mediatoren, d.h., in RPE-Zellen durch 
Tumornekrosefaktor (TNF)-α, in RE-Zellen durch Transforming Growth Factor  
(TGF)-β, Pigment Epithelium Derived Factor (PEDF) und Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF), konnte ein Trend in Richtung einer Förderung der Produktion 
von MMP-2 und MMP-9 beobachtet werden.  
  
Außerdem gelang der Nachweis einer TNF-α-stimulierten Sekretion von TIMP-2 
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1.1. Matrixmetalloproteinasen, Einführung 
Die Familie der MMPs umfasst eine Hauptgruppe extrazellulärer Zink-abhängiger 
Endopepdidasen (Parson et al. 1997, Stetler-Stevenson 1999, Lee und Murphy 
2004), deren enzymatische Aktivität zur Spaltung von Peptidbindungen befähigt. 
MMPs sind in der Lage, verschiedene Faserstrukturen der ECM, wie Kollagen und 
Elastase (Parson et al. 1997) und auch Nichtmatrixeiweiße abzubauen (Kerrigan et 
al. 2000). MMPs besitzen vielfältige biologische Bedeutungen. Sie sind an 
physiologischen Prozessen wie der Wundheilung (Moses et al. 1996), der 
Implantation des Trophoblasten während der Frühschwangerschaft oder der 
postpartalen Uterusinvolution beteiligt. Eine verstärkte Expression von MMPs wurde 
aber auch bei pathologischen Vorgängen wie der Osteoarthritis, Peridontitis (Stetler-
Stevenson et al. 1993), Arthritis sowie bei kardiovaskulären Erkrankungen (R&D 
Systems 2002) beobachtet. Bei Tumorerkrankungen sind MMPs während der 
Kanzerogenese an den Vorgängen der Invasion und Metastasenbildung beteiligt (Mc 
Cawley und Matrisan 2000). MMP-2-, MMP-9- und MMP-14-sezernierendes 
Tumorgewebe zeigt ein erhöhtes Potential zur Metastasierung, da durch die 
exprimierten MMPs der Abbau von Basalmembranen und der Aufbau tumoreigener 
Blutgefäße unterstützt wird (Ayad et al.1998). 
MMP-1 und MMP-3 wurden als erste Mitglieder der MMP-Familie im Jahre 1962 von 
Gross und Lapiere entdeckt, als diese sich mit der Metamorphose von Amphibien 
beschäftigten. Kerrigan und Mitarbeiter gingen von einer älteren Entstehungsquelle 
aus, da inzwischen in der Gattung Bacteroides fragilis eine spezifische 
Aminosäuresequenz gefunden wurde (MMP Toxin-2), welche zu 59 % mit einer 
Aminosäuresequenz im humanen MMP-1 übereinstimmt (Kerrigan et al. 2000). 1997 
waren bereits 64 Mitglieder der Familie der MMPs bekannt (Casey und Li 1997). Es 







1.2. Struktur und Einteilung der Matrixmetalloproteinasen 
Die MMPs gehören zur großen Familie der Metzinkine (Lee und Murphy 2004). Sie 
werden auch als Matrixine bezeichnet (Nagase und Woessner 1999). MMPs wurden 
sowohl in Pflanzen, wirbellosen Tieren als auch bei Wirbeltieren gefunden (Casey 
und Li 1997). Alle Mitglieder der Familie der MMPs haben ein spezifisches 
Matrixsubstrat und zeigen einen ähnlichen proteolytischen Wirkmechanismus 
(Birkedal-Hansen et al. 1993, Kerrigan et al. 2000). Entsprechend ihrer 
Substratspezifität und strukturellen Homologie werden die MMPs in vier wichtige 
Hauptuntergruppen (Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und Elastasen) 
eingeteilt (Yu et al. 1997). Dabei unterscheidet man zwischen mehr als 23 
Unterfamilien (Casey und Li 1997). Die mit der Zellmembran verankerten Membrane-
Type-Matrixmetalloproteinasen (MT-MMPs) bilden eine solche Unterfamilie der 
MMPs (Sethi et al. 2000). Eine grobe Übersicht liefert Tabelle 1. 
 
Tabelle 1: Übersicht zu einigen der bisher bekannte n MMPs (Yu et al.1997, Kauder 2007) 
Untergruppe Nummer Synonym Substrat 
Kollagenase MMP-1 Interstitielle 
Kollagenase 





Gelatinase MMP-2 Gelatinase A, Kollagen Typ IV, V,VII,XI; 
Fibronektin; Gelatin; Laminin; 
Elastin; Proteoglykan 
MMP-9 Gelatinase B Kollagen Typ IV,V; Elastin; Gelatin; 
Entaktin; Proteoglykan 
Metalloelastase MMP-12  Elastin 




MMP-10 Stromelysin 2 Proteoglykan; Fibronektin; 
Laminin; Kollagen Typ IV, X, XI 
MMP-11 Stromelysin 3 Laminin, Fibronektin 
MMP-7 Matrilysine Proteoglykan; Fibronektin; Gelatin: 









Sternlicht und Mitarbeiter lieferten 2001 eine Einteilung zum Aufbau der MMPs. Wie 
in der folgenden Abbildung 1 dargestellt, wurden die MMPs in acht Gruppen mit 
unterschiedlicher biochemischer Struktur aufgegliedert. Dabei beinhalten fünf 
Gruppen sezernierte MMPs. Bei den übrigen drei Gruppen handelt es sich um 
membrangebundene MMPs (siehe auch Tabelle 1).  




Abbildung 1: Aufbau der Matrixmetalloproteinasen, ( Sternlicht und Werb 2001)  
Pre: Signalsequenz,    Pro: Prodomäne,  
F: Furinschnittstelle,     Catalytic: Katalytische Domäne, 
Zn: aktives Zentrum,     SH: freie Thiol-Gruppe der Prodomäne,   
H: Hingeregion,      TM: Transmembrane Domäne,  
C: cytoplasmatische Domäne,    GPI: Glycophosphatidylinositol- Anker,  
IL-1R: Interleukin-1-Rezeptor,    Vn: Vitronektin 
Hemopexin: hämopexinähnliche Domäne, 
II: Kollagen bindende Fibronektin Typ II Einschübe,  
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Wie in Abbildung 1 schematisch dargestellt, zeigen MMP-1, -3, -8, -11, -12, -13, -18, 
-19, -20, -21, -27 und MMP-28 (Lee und Murphy 2004) eine gleiche oder ähnliche 
funktionelle und strukturelle Anordnung in 3 Grunddomänen (Massova et al. 1998). 
Die Übereinstimmung in der Folge der Aminosäuresequenz ist in diesen Bereichen 
am größten (Kerrigan et al. 2000). Die 3 Grunddomänen sind 
 
1. die Pro-Domäne bestehend aus etwa 80–90 Aminosäuren (Massova et al. 1998, 
Nagase und Woessner 1999). Sie besitzt eine freie SH-Gruppe als „Liganden“ für 
das Zinkion des katalytischen Zentrums. Die Pro-Domäne steht mit einer Prä-
Domäne, welche als Signalpeptid dient, in Verbindung (Sternlicht und Werb 2001). 
2. Das katalytische Zentrum. Es besteht aus einem Komplex aus drei Histidinresten, 
zwei Zinkionen und mindestens einem Kalziumion, die jeweils zu unterschiedlichen 
Aminosäureresten koordiniert sind. Eines der beiden Zinkionen ist das katalytische 
Zinkion (Massova et al. 1998, Nagase und Woessner 1999), welches die 
Metallbindungstelle für Zinkionen liefert, die für die proteolytische Aktivität essentiell 
ist. Hieraus erklärt sich das Wort „metallo“ bei der Namensgebung der MMPs (Mc 
Cawley und Matrisan 2000). Das katalytische Zentrum ist über Prolin-reiche Peptide 
mit der dritten Grunddomäne, der Hämopexin-ähnlichen Domäne, verbunden 
(Nagase und Woessner 1999).  
3. Die karboxyterminale Domäne. Sie zeigt Ähnlichkeit mit dem Plasmaprotein 
Hämopexin (etwa 210 Aminosäuren). Sie weist eine elliptische Platte mit einer 
vierflügeligen Propellerstruktur (Nagase und Woessner 1999) auf und spielt eine 
wichtige Rolle bei der Substratbindung sowie bei Interaktionen mit den Inhibitoren 
der MMPs, den TIMPs. Diese Domäne fehlt bei allen bekannten MMPs von Pflanzen 
und Nematoden. Die Hämopexin-ähnliche Domäne von MMP-2 wird für die 
Zellenoberflächenaktivierung des Pro-MMP-2 durch MT1-MMP benötigt (Nagase und 
Woessner 1999). MMP-7 und MMP-26 sind jeweils nur aus dem Propeptid und dem 
katalytischen Zentrum aufgebaut (Lee und Murphy 2004). 
Zusätzlich zu den drei Grunddomänen gibt es, wie in der Abbildung 1 dargestellt, 
eine Vielzahl weiterer funktionell wichtiger Domänen, die an die strukturellen 
Elemente der MMPs angelagert sein können (Kerrigan et al. 2000). So sind eine 
Vitronektin- (MMP-21), Transmembran- (MMP-14, -15, -16, und -17), oder Cystein-
Prolin-Domäne (MMP-23) charakteristisch für einige MMP-Untergruppen (Sternlicht 
und Werb 2001). Zu ihren Funktionen gehört unter anderem die Vermittlung von 
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Proteininteraktionen, welche wichtig für die Substraterkennung sind (Beispiel: 
Fibronektin und Kollagen Typ V) oder als alternative Spaltorte bei der Aktivierung der 
MMPs (Beispiel: Furin-Domäne) dienen (Mc Cawley und Matrisan 2000). Bei den 
Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 findet sich zwischen katalytischem und aktivem 
Bereich eine Gelatine bindende Domäne (Kerrigan et al. 2000). Durch ihre 
Ähnlichkeit zu Fibronektin wird die Bindung an Gelatine verstärkt (Strongin et al. 
1993). MMP-9 ist außerdem durch prolinreiche Aminosäuresequenzen zusätzlich zu 
den drei Hauptdomänen gekennzeichnet (Massova et al. 1998). 
 
 
1.3. Expression und Produktion von Matrixmetalloproteinasen  
Für MMPs ist bekannt, dass sie von epithelialen Zellen (MMP-1, MMP-2, MMP-9, 
MT-1-MMP), von Fibroblasten und von vaskulären Endothelzellen (MMP-1, MMP-3, 
MMP-10, MMP-7, Stromelysin 2 und Gelatinase) gebildet werden können (Casey 
und Li 1997). Eine gesteigerte Expression von MMPs kann als Antwort auf exogene 
Signale von Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Phorbolestern, Zell-Zell- oder Zell-ECM-
Interaktionen rasch herbeigeführt werden (Nagase und Woessner 1999, Vu und 
Werb 2000). Glukokortikoide und Retinsäure weisen hingegen einen suppressiven 
Effekt auf die MMP-Produktion auf (Nagase 1998). 
In den meisten Fällen werden MMPs in ihrer latenten Form als Präproenzyme 
synthetisiert und dann als inaktive Zymogene (Pro-MMPs) freigesetzt (Nagase und 
Woessner 1999). Um den aktiven, katalysierenden Zustand zu erreichen, muss 
zunächst das Propeptid abgespalten werden (Morgunova et al. 1999). Dadurch weist 
die aktivierte Form ein geringeres Molekulargewicht auf als die latente inaktive Form 
(Massova et al. 1998, Nagase und Woessner 1999, Mc Cawley und Matrisan 2000). 
Da die Prä-Domäne das Enzym so lange in einem inaktiven Zustand halten kann bis 
dessen Proteaseaktivität erforderlich wird, gilt sie als ein interner Inhibitor für die 
Aktivität der MMPs. Dieses Modell zur Aktivierung von MMPs konnte am Beispiel von 
MMP-1 belegt werden. Die Kontrolle der MMP-Aktivität erfolgt durch Modulation auf 
extrazellulärer Ebene (Mc Cawley und Matrisan 2000). Dies kann für die 
nichtmembrangebundenen MMPs über eine Plasmin-Kaskade mittels Proteolyse 
gesteuert werden (Atkinson et al. 1995). Sie ermöglicht den MMPs, erst außerhalb 
der Zelle mit Hilfe ihrer proteolytischen Aktivität Proteine der ECM zu spalten 
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(Kerrigan et al. 2000). Plasmin ist ein wichtiger physiologischer Aktivator von        
Pro-MMPs und kann die Kaskade zur Aktivierung der MMPs an der Zelloberfläche 
initiieren. Es bewirkt als Folge einer Konformationsänderung die Freisetzung des 
katalytischen Zink-Ions. Die über die Transmembran- und eine intrazytoplasmatische 
Domäne an die Zellwand gebundenen MT-MMPs werden intrazellulär aktiviert. Die 
Transmembran-Domäne wird durch eine hydrophobe Sequenz aus 25 Aminosäuren 
am karboxyterminalen Ende repräsentiert. Es existiert eine Erkennungssequenz für 
furinähnliche Konvertasen am Ende der Domäne des Propeptids (Sethi et al. 2000). 
MT-MMPs sind unter anderem an der Aktivierung latenter MMP-Vorstufen beteiligt 
(Parson et al. 1997). So wurde für MT5-MMP eine Beteiligung an der Aktivierung von 
Pro-MMP-2 in Tumorgewebe nachgewiesen, wobei es über das Maß hinaus 
exprimiert und im Gegenteil zu anderen MMPs von der Zelloberfläche aus als eine 
lösliche Proteinase betrachtet wird. Eine weitere Funktion Zelloberflächen-
gebundener Proteasen ist ihr Beitrag am invasiven Potential von malignen 
Tumorzellen (Sethi et al. 2000).  
MMPs werden auf konstitutivem Weg transkribiert und sekretiert. Über besondere 
Mechanismen der Sekretion verfügen Immunzellen, wie Makrophagen oder 
Neutrophile. In ihrem Falle werden MMPs in Vesikeln gespeichert und bei Bedarf als 
Granula freigesetzt. Beispiele dafür sind MMP-8 und MMP-9, die in den 
sekretorischen Granula von Neutrophilen und Eosinophilen gespeichert werden und 
MMP-7, das in sekretorischen Epithelzellen exokriner Drüsen gespeichert wird (Vu 
und Werb 2000). 
Die Regulation der Produktion von MMPs findet auf verschiedenen Ebenen statt. Im 
Allgemeinen werden MMPs nur in geringen Mengen auf geringem Niveau von Zellen 
sezerniert und nur dann vermehrt produziert bzw. aufreguliert, wenn sich 
Veränderungen im Gewebe, beispielsweise als Folge einer Verletzung ergeben    
(Mc Cawley und Matrisan 2000). Leukozyten, besonders Makrophagen und 
polymorphonukleare Leukozyten (PMNs), die zu Entzündungsorten rekrutiert 







1.4. Natürliche Inhibitoren der Matrixmetalloproteinasen 
Zellen nutzen zur Regulation der Produktion und Aktivierung extrazellulärer 
Proteinasen unterschiedlichste Strategien. Diese fokussieren auf die Ebenen der 
Transkription, Sekretion oder auf die Endozytose membrangebundener Proteasen 
sowie die Aktivierung latenter Proenzym-Formen. Dabei spielen auch extrazelluläre 
Bindungsproteine und die Aktivität endogener Inhibitoren eine Rolle. Solche 
Inhibitoren sind „tissue inhibitors of matrix metalloproteinases” (TIMPs), welche die 
Aktivität der MMPs im Zuge der Gewebsumbildung steuern (Vu und Werb 2000). In 
jeder Studie, in der der Umsatz der ECM überprüft wird, ist die Untersuchung von 
MMPs und TIMPs ein wesentlicher Bestandteil (Kerrigan et al. 2000). So nehmen 
TIMPs Einfluss auf die Invasion von Zellen, die Tumorgenese, die Bildung von 
Metastasen und die Angiogenese (Gomez et al. 1997). Folglich sind sie in der Lage 
das metastasierende Potential von Karzinomzellen zu hemmen (Liotta und Stetler-
Stevenson 1990). Bei den TIMPs handelt es sich um kleine (21-28 kDa) funktionell 
aktive Eiweiße, von denen gegenwärtig vier Arten bekannt sind (TIMP-1 bis TIMP-4) 
(Kerrigan et al. 2000). Jedes dieser Moleküle enthält zwei Domänen, eine                
N-terminale und C-terminale Domäne, die jeweils eine starre Konformation 
aufweisen und durch sechs Disulfidbrücken miteinander verbunden sind (Sethi et al. 
2000). TIMPs zeigen unterschiedliche Spezifitäten, ein unterschiedliches 
Expressionsmuster sowie Unterschiede in der Verteilung in den entsprechenden 
Geweben. Den meisten TIMPs ist es möglich, an alle Mitglieder der MMP-Familie zu 
binden und diese zu hemmen (Mc Cawley und Matrisan 2000). Dafür ist eine 
proteolytische Spaltung zur Aktivierung wie bei den MMPs nicht notwendig. TIMP-1 
und TIMP-2 liegen in löslicher Form vor (Mannello und Gazzanelli 2001). TIMP-1 als 
effizientester MMP-Inhibitor, entfaltet seine Hauptwirkung am MMP-1 und hemmt mit 
Ausnahme des MMP-14 alle bisher bekannten MMPs. Es ist zu 42 % homolog zu 
TIMP-2 (Liotta und Stetler-Stevenson 1990). Für MT-MMPs stellt TIMP-1 allerdings 
nur einen ineffektiven Hemmstoff dar (Sethi et al. 2000). Außerdem ist es an der 
Steroidgenese in den Gonaden beteiligt (Gomez et al. 1997). TIMP-2, auch CSs-21K 
genannt, ist ein 21-kDa-Glykoprotein, welches eine Präferenz für MMP-2 erkennen 




Eine Reaktion zwischen membrangebundenem TIMP-2 und dem 65-kDa-MMP-2 
läuft möglicherweise in folgender Reihenfolge ab: 
Interaktion der C-terminalen Domäne von MMP-2 mit TIMP-2, Dissoziation von 
TIMP-2 aus dem Bindungsmolekül der Membran, welches die N-terminale Domäne 
zur Hemmung durch TIMP-2 behindert, Bindung der hemmenden Domäne von 
TIMP-2 und der katalytischen Domäne von MMP-2. 
Der erste Schritt, also die Interaktion von TIMP-2 mit MMP-2 an der 
karboxyterminalen Domäne ist für diese Reaktion entscheidend. Folglich wird die  
45-kDa-MMP-2-Form, welcher die karboxyterminale Domäne fehlt, durch 
membrangebundenes TIMP-2 nicht gehemmt (Itho et al. 1998). 
TIMP-2 ist neben seiner Funktion als Inhibitor auch an der Bildung von 
nichtinhibitorischen Komplexen beteiligt. Diese spielen in der Aktivierung von 
anderen MMPs eine Rolle. Einen solchen Komplex bildet es beispielsweise mit   
MT1-MMP und erleichtert dadurch die proteolytische Aktivierung von Pro-MMP-2 
(Sethi et al. 2000). Es sind synthetische Hemmstoffe entwickelt worden, die indem 
sie am katalytischen Zentrum der MMPs angreifen, ähnlich den TIMPs wirken       
(Mc Cawley und Matrisan 2000). TIMP-3 ist das einzige Mitglied der TIMP-Familie, 
das ausschließlich in der ECM gefunden wurde (Gomez et al. 1997). Es kann unter 
anderem zur Aktivierung der Apoptose in der Retina beitragen (Mannello und 
Gazzanelli 2001). TIMP-4, als derzeit einzig bekannter MMP-Inhibitor mit kardialer 
Spezifität (Hoppe 2004), hemmt die Migration und Invasion kardialer Fibroblasten 
(Mannello und Gazzanelli 2001).  
 
 
1.5. Funktionen der Matrixmetalloproteinasen 
Die den Interzellularraum ausfüllende ECM wird von Makromolekülen, vorwiegend 
von Fibroblasten (Berchtold et al. 2001) stammend, gebildet, die sich außerhalb der 
Plasmamembran von Zellen in den Geweben und Organen befinden (Ayad et al. 
1998). Sie ist unter anderem aus Kollagenen, Fibronektin, Hyaluronsäure, Laminin 
oder Glykosaminglykanen, die gleichzeitig Substrate für Proteasen darstellen, 
aufgebaut (Berchtold et al. 2001). Ihre Komponenten werden von Zellen synthetisiert 
und sezerniert, aber auch extrazellulär oder nach Endozytose intrazellulär abgebaut 
(Ayad et al. 1998).  
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Umsatz und Umbau der ECM müssen gut reguliert werden, da eine unkontrollierte 
Proteolyse zu pathologischen Veränderungen in der Entwicklung des Organismus 
führen kann (Massova et al. 1998). Eine exzessive Umgestaltung der ECM steht in 
Verbindung mit den unterschiedlichsten Erkrankungen wie beispielsweise Arthritiden, 
kardiovaskulären Erkrankungen, ulzerösen Veränderungen, Emphysemen oder 
Tumorleiden. Im Prozess der Tumorentwicklung formt die ECM ein äußeres Gerüst, 
bei dem sich die gesunden Zellen an der Innenseite und die Tumorzellen äußerlich 
befinden. Um während der Entwicklung eines Tumors Gewebe in seiner Form oder 
Funktion zu ändern, müssen sowohl die ECM als auch das Gewebe selbst 
umgeformt werden (Mc Cawley und Matrisan 2000). Proteasen sind fähig, die 
einzelnen Komponenten der ECM zu zerstören bzw. proteolytisch abzubauen, um 
somit einen Weg für die Zellen durch die Matrix zu schaffen. Eine unkoordinierte 
Regulation der MMP-Aktivität kann ebenfalls zu einer exzessiven Zerstörung der 
ECM führen, was bei chronischen fibrotischen Störungen und bei der Bildung von 
Narbengewebe nach Verletzungen beobachtet werden konnte (Sethi et al. 2000).  
Für MMPs wurden viele neue proteolytische Funktionen definiert. MMPs binden an 
Plasmaproteine wie α2-Makroglobulin, können aber auch Nicht-Matrix-
Makromoleküle wie Myelin Basic Protein und α1-Antitrypsin abbauen. Eine bei vielen 
physiologischen und pathologischen Prozessen wichtige Funktion von MMPs besteht 
in der Freisetzung von sequestrierten Wachstumsfaktoren aus der ECM und 
Spaltung von biologisch aktiven Molekülen der Zellenoberfläche (Sethi et al. 2000).  
Für MMPs wurde eine Mitwirkung an den Vorgängen der Wundheilung beschrieben. 
Es konnte eine Beteiligung von MMP-2 und MMP-9 gezeigt werden (Salo et al. 
1994). Moses und Mitarbeiter wiesen in Wundabstrichen sowohl die inaktive Form 
von MMP-1 als auch inaktive und aktive Form von MMP-2 nach (Moses et al 1996). 
1998 wurde durch Kon und Mitarbeiter die Beteiligung von MMP-2 und MMP-9 an 
der Wundheilung bestätigt (Kon et al. 1998). 
Die Angiogenese, bei der MMPs maßgeblich beteiligt sind, stellt einen invasiven 
Vorgang dar, bei dem sich aus bereits existierenden endothelialen Gefäßen mittels 
Kapillarisierung neue Gefäße ausbilden, während bei der Vaskulogenese die neuen 
Gefäße aus noch nicht differenzierten Stammzellen entstehen. Beide Vorgänge 
tragen während der Embryonalentwicklung zur Formung des Gefäßsystems bei. Die 
Angiogenese tritt meist als Antwort auf pathologische Vorgänge wie Entzündungen 
oder unter hypoxischen Zuständen auf. Ausnahmen bilden die physiologische 
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Angiogenese während des Fortpflanzungszyklusses der Frau (Stetler-Stevenson 
1999) oder die physiologische Angiogenese im Rahmen der intrauterinen 
Entwicklung des Auges. Aber auch bei pathologischen Gefäßneubildungen der 
Retina, der Choroidea und Erkrankungen der Hornhaut spielt Angiogenese eine 
wichtige Rolle (Cursiefen und Schönherr 1997). Im Wesentlichen verläuft die 
Angiogenese in mehreren Schritten ab, die die Proteolyse der ECM, Proliferation und 
Migration von Endothelzellen (Stetler-Stevenson 1999), Gefäßformation (Cursiefen 
und Schönherr 1997) sowie Synthese neuer Bestandteile der ECM (Stetler-
Stevenson 1999) umfassen. Während ersterer bewirken angiogen stimulierte 
Endothelzellen eine vermehrte Sekretion proteolytischer Enzyme (Cursiefen und 
Schönherr 1997), wie MMP-1, MMP-2 und MMP-9 (Sang 1998). Dies führt zur 
Schmälerung der Basalmembran, die dadurch poröser wird und somit eine 
nachfolgende Endothelzellproliferation und Migration in Richtung des angiogenen 
Stimulus erleichtert. Anschließend erfolgt die Formation der Endothelzellen in Form 
eines Gefäßstranges in der sie umgebenden ECM, die Anastomosierung mit einem 




1.6. Matrixmetalloproteinasen und Angiogenese: Zelluläre Mediatoren 
Für MMPs wurden sowohl angiogene als auch antiangiogene Wirkungen 
nachgewiesen. Zu den antiangiogen wirkenden MMPs gehören unter anderem   
MMP-7, MMP-9 und MMP-12. Sie bewirken die Umwandlung von Plasminogen in 
Angiostatin, ein internes 38-kDa-Fragment des Plasminogens (Sethi et al. 2000), 
welches als eines der stärksten Antagonisten der Angiogenese bekannt ist. 
Angiostatin wirkt hemmend auf die endotheliale Zellproliferation und induziert die 
Apoptose. Für TIMPs als natürliche Inhibitoren der MMPs wurde ebenfalls ein 
hemmender Einfluss auf den Vorgang der Neovaskularisation gezeigt (Sang 1998). 
Diese Wirkung wird möglicherweise durch die Herunterregulation von MMPs 
hervorgerufen, welche wiederum die Voraussetzung für die endotheliale 
Zellwanderung und Invasion darstellen oder durch direkte Supression der Zellen 
durch TIMPs. Die meisten MMPs wirken angiogen. Für „PEX“, einem proteolytischen 
Fragment von MMP-2, wurde ebenfalls eine angiostatische Wirkung nachgewiesen. 
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„PEX“ hemmt die Assoziation von MMP-2 mit einem Integrin auf vaskulären 
endothelialen Zellen. Außerdem bewirken die während des Umbaus der ECM 
freigesetzten biologisch aktiven Fragmente wie Endostatin und Restin (C- terminale 
Fragmente von Kollagen-XVIII und -XV) eine starke Supression der 
Neovaskularisierung durch antiproliferative, antimigratorische und apoptotische 
Mechanismen. Durch die Beteiligung von MT-MMPs an diesem Prozess wird es den 
endothelialen Zellen ermöglicht, ihre proteolytische Aktivität auf das perizelluläre 
Milieu zu beschränken und somit die umliegende Matrix als Strukturstütze zu 
bewahren (Sethi et al. 2000). 
Die Gefäßneubildung durch Angiogenese kann durch angiogene Stimuli wie VEGF, 
a-Fibroblast-Growth-Factor (aFGF), bFGF und Platelet Derived Growth Factor 
(PDGF) ausgelöst bzw. durch antiangiogene Faktoren (Thrombospondin, TGF-β oder 
Interferon-γ) gehemmt werden (Cursiefen und Schönherr 1997).  
 
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF): 
VEGF-A, kurz VEGF, wurde als potentester und wichtigster angiogener Faktor im 
Auge identifiziert (Cursiefen und Schönherr 1997). VEGF wurde in den späten 
1970er Jahren von Dvorak und Kollegen entdeckt, seine Mitwirkung an der 
Angiogenese ist seit 1989 bekannt (Norrby 1997). Da er zur Steigerung der 
Gefäßpermeabilität führte, wurde er ursprünglich als Vascular Permeability Factor 
(VPF) bezeichnet (Cursiefen und Schönherr 1997). Wie der Name vermuten lässt, 
stimuliert VEGF das Wachstum, das Überleben und die Proliferation vaskulärer 
Endothelzellen. VEGF gehört zu einer Familie von 6 strukturell ähnlichen Proteinen, 
VEGF-A; VEGF-B; VEGF-C; VEGF-D und VEGF-E (Viral Factor) sowie Placenta 
Growth Factor-1 (PlGF-1), welche Wachstum und Differenzierung der verschiedenen 
Komponenten des Blut- und Lymphgefäßsystem regulieren. Es wurden 4 Isoformen 
des VEGF-A mit 121, 165, 189 und 206 Aminosäuren (Norrby 1997) identifiziert. 
(GENENTECH, INC. 2009). Diese entstehen durch differentielles Splicing der VEGF-
Vorläufer-RNA (Drevs et al. 2000). Die Isoformen unterscheiden sich durch ihr 
Bindungsverhalten gegenüber Heparin und der ECM (GENENTECH, INC. 2009). 
Während VEGF-121 und VEGF-165 als frei diffusibel gelten, binden VEGF-189 und    
VEGF-206 vor allem an Bestandteile der ECM und werden somit lokal fixiert. 
VEGF bindet spezifisch an VEGF-Rezeptoren okulärer Gefäßendothelzellen 
(Cursiefen und Schönherr 1997). Dabei ist der N-Terminus, der für die Bindung an 
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die VEGF-Rezeptoren verantwortlich ist, für alle Isoformen identisch, so dass alle  
VEGF-Isoformen in der Lage sind, die Proliferation von Endothelzellen zu stimulieren 
(Drevs et al. 2000). Es wurden drei VEGF-Tyrosinkinase-Rezeptoren (VEGFR 1-3) 
unterschiedlicher Affinität beschrieben. VEGF-A bindet an VEGFR-1 sowie    
VEGFR-2, PIGF und VEGF-B binden an VEGFR-1 und VEGF-C und VEGF-D bindet 
an die Rezeptoren Typ-2 und Typ-3. VEGFR-3 wird hauptsächlich in Lymphgefäßen 
exprimiert und scheint bei deren Bildung eine wesentliche Rolle zu spielen. 
Neben der angiogenen Wirkung bewirkt die vermehrte Ausschüttung von VEGF eine 
erhöhte Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) in der Gefäßwand und führt somit zur 
Vasodilatation (Henry et al. 2003). Für die Faktoren PDGF, bFGF, Insulin Like 
Growth Factor-1 (IGF-1), TNF-α, TGF-α und -β sowie Interleukin-1β und Interleukin-6 
wurde ein stimulierender Einfluss auf die VEGF-Expression nachgewiesen (Drevs et 
al. 2000).  
Unter den angiogenen Faktoren nimmt VEGF eine besondere Stellung ein (Drevs et 
al. 2000). VEGF konnte mittels Immunfärbung als ein Marker der Neoangiogenese 
nachgewiesen werden (Sethi et al. 2000). Interessanterweise wird VEGF von nahezu 
allen soliden Tumoren gebildet (Drevs et al. 2000). Maligne Tumoren stellen 
angiogeneseabhängige Erkrankungen dar, da sowohl primäres Tumorwachstum, 
Invasion und auch die Metastasierung eine Neovaskularisation erfordern (Sethi et al. 
2000). Hierbei ist die Neoangiogenese sowohl von pathogenetischer als auch von 
prognostischer Bedeutung (Norrby 1997). VEGF wurde im Retinalen Pigmentepithel 
(RPE), in Neuronen, Ganglienzellen aber auch in retinalen Kapillarendothelzellen 
und in Perizyten nachgewiesen. Im Rahmen pathologischer Prozesse bewirkt eine 
Steigerung der Sekretion von VEGF die Bildung von Neovaskularisationen und greift 
in die Pathophysiologie okulärer Erkrankungen mit ein (Berndt 2011). In der 
Pathogenese von Augenerkrankungen, wie der diabetischen Retinopathie, der 
Frühgeborenenretinopathie, dem Neovaskularisationsglaukom und bei 
Neovaskularisationsvorgängen in der Cornea nach Transplantation, stellt die 
Angiogenese unter anderem den gemeinsamen Grund für Erblindung dar (Norrby 
1997). Hemmung angiogener Faktoren wie dem VEGF oder Beeinflussung der 
Interaktion der Endothelzell-Substrat-Interaktion neu aussprossender Gefäße, 
gehören zu den antiangiogenen Therapiemöglichkeiten im Bereich der 




Pigment Epithelium Derived Factor (PEDF):  
PEDF ist ein monomeres, 46-50 kDa großes Glykoprotein, das zur Superfamilie der 
Serpine gehört, ohne Proteasewirkung der Serpine zu besitzen (Marin-Castaño et al. 
2003, Baba et al. 2005). PEDF besitzt antiangiogene, neuroprotektive und 
antivasopermeable Wirkungen. Es fördert auch die Differenzierung bestimmter 
Neurone und Tumorzellen (Marin-Castaño et al. 2003). Indem es die Apoptose in 
aktivierten vaskulären Endothelzellen induziert, hat PEDF einen hemmenden 
Einfluss auf die choroidale (CNV) und retinale Neovaskularisation (Hattenbach et al. 
2005). Typ-IV-Kollagenasen sind in der Lage PEDF proteolytisch abzubauen und 
haben damit unmittelbar Einfluss auf die Invasion endothelialer Zellen während der 
Neovaskularisierung bei der Entwicklung der diabetischen Retinopathie (Naduk-Kik 
und Hrabec 2008). Neben seiner antiangiogenen Wirkung in der Pathophysiologie 
von okulären Erkrankungen scheint PEDF auch auf andere Erkrankungen, wie der 
Artherosklerose, außerhalb des Auges Einfluss zu haben (Baba et al. 2005). Bei 
Vorherrschen eines Gleichgewichts von pro- und antiangiogenen Faktoren, wie dies 
im gesunden adulten Auge der Fall ist, findet keine Angiogenese statt. Bei Ischämie 
und dem Wachstum von Tumoren kommt dagegen die Balance von VEGF und 
PEDF aus dem Gleichgewicht, was zum Wachstum neuer Gefäße führt (Marin-
Castaño et al. 2003). 
 
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α):  
TNF-α wird primär von aktivierten Monozyten und Makrophagen produziert, aber 
auch von Endothelzellen (Sethi et al. 2000), Lymphozyten, Mastzellen, 
Herzmuskelzellen, Fibroblasten und neuronalem Gewebe gebildet und freigesetzt. 
TNF-α wird als ein 233 Aminosäuren langes, 26 kDa schweres membrangebundenes 
Proprotein transkribiert. Durch das Metalloprotease TNF-α Converting Enzym 
(TACE) wird nach proteolytischer Spaltung das aktive lösliche trimere sTNF (51kDa) 
freigesetzt (Hehlgans und Pfeffer 2005). TNF-α ist ein proinflammatorisches Zytokin, 
was nach der Spaltung der Pro-Form von MT-MMPs abgesondert werden kann 
(Sethi et al. 2000). Für TNF-α ist eine induzierende Wirkung auf die Apoptose, 
Zellproliferation und Zelldifferenzierung nachgewiesen. Außerdem hat es Einfluss auf 
andere Zytokine, in dem es deren Sekretion verstärkt (Hehlgans und Pfeffer 2005). 
Seine Ausschüttung bewirkt eine Erhöhung der Konzentration von Hormonen wie 
Kortison, Glukagon oder Adrenalin. Die TNF-α vermittelten Veränderungen sind zum 
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Teil an den Stoffwechsel der Arachidonsäure bzw. an die Freisetzung von 
Eicosanoiden gekoppelt. Damit ist es in der Lage, gezielt kardiovaskuläre Reaktionen 
wie eine Tachykardie hervorzurufen. TNF-α wird eine Beteiligung an der Entstehung 
von Fieber, Myalgien oder auch Kopfschmerzen zugeschrieben (Berchtold et al. 
2001). Ferner hat es Einfluss auf den Fettstoffwechsel, Koagulation, die 
Insulinresistenz und die endotheliale Funktion (Hehlgans und Pfeffer 2005). Ein 
spezifischer Hemmstoff von TNF-α ist der Metalloproteinase-Hemmstoff-GI 129471. 
Er ist in der Lage, die Sekretion von TNF-α sowohl in vitro als auch in vivo zu 
blockieren. Die Produktion anderer Zytokine wie Interleukin IL-1β, IL-2 oder IL-6 wird 
dadurch nicht gehemmt. Es gibt Hinweise auf die Beteiligung einer spezifischen Zn²+ 
Endopeptidase, die die Bildung von TNF-α vermittelt und ebenfalls von GI 129471 
gehemmt wird. Um diese als neues Ziel in der therapeutischen Intervention bei den 
durch TNF-α ausgelösten Pathologien einzusetzen, sind allerdings noch einige 
Studien notwendig (McGeehan et al. 1994). 
 
Transforming Growth Factor-β (TGF-β):  
TGF-β ist ein weiteres Zytokin mit Bedeutung für die vorliegende Arbeit. Dabei 
handelt es sich um ein multifunktionales Zytokin, welches vor allem von 
Makrophagen produziert wird. Bislang wurden drei verschiedenen Typen, die sich 
sehr ähnlich sind (TGF-β 1 bis 3) bei Säugetieren identifiziert. Mindestens zwei 
Isoformen von TGF-β sind im vorderen Segment des menschlichen Auges gefunden 
worden (Casey und Li 1997, Sallam A. 2009). TGF-β hemmt die Expression von 
Stromelysinen und Kollagenasen, dabei spielen TGF-β hemmende Elemente in 
deren Promotor-Regionen eine Rolle. Interessant ist auch die TGF-β induzierte 
Hochregulation der Expression von TIMP-1. Die gemeinsame Wirkung soll die 
Zerstörung von neu synthetisierter Matrix bewirken und hilft bei der Erklärung, warum 
höhere Niveaus von TGF-β mit Fibrosierung sowohl innerhalb des Auges als auch an 
anderen Körperstellen assoziiert sind. Die durch MMP vermittelte Degradierung von 
Matrixproteinen wie dem Decorin bewirkt eine Freisetzung von aktiviertem TGF-β 
und IGF aus sequestrierten Stellen im Bindegewebe und aus Eiweißkomplexen 





1.7. Rolle von MMPs in der Pathogenese von Augenerkrankungen 
Sowohl die Interphotorezeptor-Matrix (IPM) als auch die Bruchsche Membran sind 
Beispiele für extrazellulare Matrices des Auges, bei denen der physiologische 
Umsatz der an deren Aufbau beteiligten Komponenten langsam abläuft. Jede 
Unterbrechung in der homöostatischen Umsatzregelung der IPM oder der 
Bruchschen Membran kann eine katastrophale Auswirkung auf die visuelle Funktion 
haben (Sethi et al. 2000). Es konnte gezeigt werden, dass RPE-Zellen MMPs bilden 
können, die in der Lage sind, die ECM und die IPM abzubauen (Marin-Castaño et al. 
2006). Dabei konnten die MMPs MMP-1, MMP-2, MMP-3 und MMP-9 nachgewiesen 
werden (Ahir et al.2002). Als Hauptmetalloproteinase, die zur Degradierung wichtiger 
Bestandteile der Bruchschen Membran wie dem Kollagen-I, -IV oder Laminin führt, 
konnte MMP-2 identifiziert werden (Marin-Castaño et al. 2006). Angiogene Moleküle 
wie VEGF, Fibronektin und TNF-α stimulieren RPE-Zellen zur vermehrten Sekretion 
von MMP-2 und MMP-9 und fördern auf diese Weise die Entwicklung einer CNV 
(Hoffmann et al. 2006). 
Dem RPE kommt ein besonderer Stellenwert bei Veränderungen der ECM zu, für 
deren Um- und Abbau MMPs Voraussetzung sind (Schönfeld 1997). Durch seinen 
Farbstoffgehalt (eingelagerte Melaningranula) und seinen hohen Stoffwechsel hat 
das RPE Bedeutung für den Sehvorgang (Bertolini 1995). Der damit verbundene 
hohe Sauerstoffumsatz im RPE führt zur Entstehung von freien Radikalen und damit 
zu einem Phänomen, das als oxidativer Stress bekannt ist (Keilhauer und Weber 
2003). Unter physiologischen Bedingungen finden im RPE keine Zellteilungen statt. 
Es ruht. Nach pathologischen Reizen, wie Entzündungen, Verletzungen oder einer 
Netzhautablösung, können RPE-Zellen ihre spezifischen Eigenschaften verlieren und 
wieder in den Zellzyklus eintreten. Dann ist das Epithel unter anderem zur Migration 
befähigt. Nach erfolgter Wundheilung redifferenzieren die Zellen wieder zu RPE-
Zellen. Erfolgt dies nicht, halten Entzündungsvorgänge an, und es kommt in 
bestimmten Fällen zur CNV (Schönfeld 1997).  
In der Entwicklung einiger okulärer Erkrankungen unter dem Einfluss von MMPs 
scheint auch der Estrogenstatus eine wichtige regulatorische Rolle zu spielen. So 
wurden in humanen weiblichen RPE-Zellen die Estrogenrezeptoren ERα und ERβ 
nachgewiesen. Der Zusammenhang zwischen früh einsetzendem Klimakterium im 
Rahmen eines Estrogenmangels und der Entwicklung einer AMD sind Gegenstand 
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zahlreicher Untersuchungen. Estrogene regulieren die Expression von für die 
Synthese und Degradierung der ECM relevanter Gene, die Kollagen und MMPs 
kodieren. Sie üben somit Einfluss auf die Expression von MMP-2, aber auch die 
Regulation seiner Aktivität in RPE-Zellen aus. Somit beeinflusst ein Estrogenmangel 




1.7.1. Diabetische Retinopathie 
Die diabetische Retinopathie ist in Europa und den USA die häufigste 
Erblindungsursache beim Menschen im Alter zwischen 20 und 65 Jahren (Grehn und 
Leydecker 1995). Eine Erblindung tritt beim Diabetiker 20-Mal häufiger auf, als bei 
einem nicht an Diabetes erkrankten Menschen. Bei ca. 70 Prozent aller Diabetiker 
lassen sich zum Zeitpunkt ihres Todes Fundusveränderungen nachweisen.  
Aufgrund der diabetischen Gefäßerkrankung kommt es zu Durchblutungsstörungen 
in der Retina. Die Basalmembran des Gefäßendothels verdickt sich, was zur 
Gefäßsklerose und Mikroangiopathie, vor allem in den präkapillären Arteriolen, den 
Kapillaren und Venolen führt. Auch größere Gefäße können verändert sein. Die 
genaue Pathogenese ist trotz ausgedehnter Forschungsarbeit noch nicht vollständig 
aufgeklärt. In Folge der retinalen Ischämie kommt es zur Proliferation von 
mikrovaskulären Endothelzellen. Schon im Jahre 1948 postulierte Michaelson: „Die 
Neovaskularisationen werden durch einen in der ischämischen Netzhaut gebildeten 
angiogenen Faktor ausgelöst und sind der frustrane Versuch einer Revaskularisation 
der minderversorgten Netzhaut“ (Grehn und Leydecker 1995). Die erhöhte 
Permeabilität der Gefäße führt zu einem retinalen Ödem und zur Zerstörung des 
Parenchyms (Grehn und Leydecker 1995). Typisch für die diabetische Retinopathie 
sind außerdem der Verlust an Perizyten und die Bildung von Mikroaneurysmen 
(Sethi et al. 2000). 
Man unterscheidet zwei Hauptformen: Die nichtproliferative diabetische Retinopathie 
(NPDR) und die proliferative diabetische Retinopathie (PDR). Bei der 
nichtproliferativen diabetischen Retinopathie sind die durch den Diabetes 
verursachten Veränderungen in der Netzhaut reversibel. Sie weist noch keine 
Gefäßproliferationen auf. Diese leichte Form verursacht in der Regel auch keine 
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Sehstörungen. Ophtalmoskopisch lassen sich Mikroaneurysmen, intraretinale Punkt- 
bzw. Fleckblutungen erkennen. Durch den Austritt von Flüssigkeit sowie Ablagerung 
von Lipiden entstehen sogenannte Circinata-Atolle. Bei der proliferativen 
diabetischen Retinopathie steht die durch Netzhautischämie ausgelöste 
Gefäßneubildung im Vordergrund. Glaskörperblutung und Traktionsablatio führen 
hierbei häufig zu Erblindung (Grehn und Leydecker 1995). Die PDR tritt 
insbesondere dann auf, wenn initial ein hypoxischer Reiz zu einer erhöhten 
Expression von proangiogenen Proteinen (z.B. VEGF) führt. Sowohl hypoxische 
Zustände als auch VEGF können retinale kapilläre endotheliale Zellkulturen zur 
Produktion von aktivem MMP-2 stimulieren (Sethi et al. 2000). Die bei der PDR 
neugebildeten Gefäße haben einen insuffizienten Wandaufbau. Dadurch entstehen 
Exsudationen und Blutungen, welche ihren Austrittspunkt an der Papille und den 
größeren Gefäßbögen finden. Von dort wachsen sie fächerförmig in die Netzhaut 
oder in den Glaskörper ein. Sie werden dabei von fibrovaskulären Membranen 
begleitet, welche in der Lage sind, durch Kontraktion die Netzhaut von ihrer 
Unterlage abzuheben und somit zum Visusverlust führen können. Solche 
Gefäßneubildungen können ebenso im Bereich der Iris und des Kammerwinkels 
auftreten (Grehn und Leydecker 1995).  
MMPs, insbesondere MMP-9 sind an der Pathogenese der Diabetischen 
Retinopathie beteiligt. In Folge der Zerstörung der Basalmembran ermöglicht MMP-9 
inflammatorischen Zellen die Migration (Naduk-Kik und Hrabec 2008). Es konnte 
gezeigt werden, dass die gefundenen Niveaus von Pro-MMP-2 bei Diabetikern und 
bei Nicht-Diabetikern in humanen Glaskörperzellen in etwa gleich sind, während die 
Niveaus von MMP-9 bedeutend höher bei Diabetikern sind und somit mit der 
Krankheitsweiterentwicklung korrelieren (Sethi et al. 2000). Dabei liegt MMP-9 meist 
in seiner latenten Form vor. Die Quelle von diesem Pro-MMP-9 ist unbekannt, es 
scheint jedoch im Glaskörper mehr ein Marker für die Entwicklung der Krankheit zu 
sein, als dass es direkt ursächlich in die Pathologie einbezogen ist. In 
Glaskörperzellen von Diabetikern konnten auch bedeutend höhere Mengen von 
TIMP-1 nachgewiesen werden als in Glaskörperzellen von Nicht-Diabetikern (Sethi et 
al. 2000). Dies trägt dazu bei, dass die im Glaskörper vorhandenen MMPs in ihrer 
latenten Form beibehalten werden und nur bedingt aktive Proteolyse an den Orten 
der Neovaskularisation betreiben können. Mittels Zymographie konnten in 
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neovaskulären Membranen humaner Diabetiker auch aktive Formen von MMP-2 und 
MMP-9 nachgewiesen werden (Sethi et al. 2000).  
 
 
1.7.2. Altersbedingte Makuladegeneration  
Makuladegenerationen sind Erkrankungen, die zu erheblichen und auch irreversiblen 
Störung der zentralen Sehschärfe führen können (Grehn und Leydecker 1995). Die 
AMD tritt unabhängig bei beiden Geschlechtern auf und betrifft vorwiegend 
Menschen, welche älter als 65 Jahre sind (Reim 1996). Weltweit sind etwa 25 % der 
über 75-jährigen von unterschiedlichen Stadien dieser Erkrankung betroffen, wobei 
ca. 5 % dieser Altersgruppe an den Folgen von Spätformen und damit zum Teil an 
hochgradigen Sehbehinderungen leiden (Keilhauer und Weber 2003). Sie ist die 
häufigste Erblindungsursache bei älteren Menschen in den westlichen 
Industrienationen (Sauer et al. 2001). Als Risikofaktoren werden neben dem Alter 
Nikotinabusus (Higgins et al. 2003), eine helle Irisfarbe, Artherosklerose, 
Bluthochdruck, Sonnenlichtexposition oder eine positive Familienanamnese diskutiert 
(Keilhauer und Weber 2003).  
Bei der AMD wird zwischen der trockenen und der feuchten Form unterschieden. Bei 
ersteren wird vordergründig die Atrophie des Pigmentepithels und der sensorischen 
Netzhaut betrachtet (Grehn und Leydecker 1995). Die trockene AMD kann im 
fortgeschrittenen Stadium zur Degeneration der Photorezeptoren und der retinalen 
Pigmentzellen des Epithels führen. Dieser Zustand wird als geographische Atrophie 
bezeichnet (FinanzNachrichten 2008). Ihr Voranschreiten ist langsam und 
schleichend (Marin-Castaño et al. 2005).  
Entsprechend der Gegenwart oder Abwesenheit von CNV wird die Erkrankung in den 
exsudativen und nicht-exsudativen Typ eingeteilt. Die exsudative AMD macht nur 
etwa 20 % (Higgins et al. 2003) der Fälle aus, hat aber eine schlechtere Prognose für 
den Visus (Sethi et al. 2000). Die CNV ist die Hauptursache für den Visusverlust bei 
Patienten mit AMD (Hoffmann et al. 2006). 
Für die feuchte Form der AMD ist die Bildung sogenannter weicher Drusen 
wesentlich. Dabei handelt es sich um die vom RPE basal abgeschiedenen 
Endprodukte des Stoffwechsels, die sich in der Bruchschen Membran einlagern 
(Keilhauer und Weber 2003). Die Akkumulation von TIMP-3 in dieser Schicht wurde 
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mittels Immunhistochemie nachgewiesen (Sethi et al. 2000). Die Drusenbildung führt 
zu einer Beeinträchtigung der Versorgungswege („hydrophobe Barriere“) zwischen 
RPE und Choroidea, so dass sich das RPE allmählich von seiner Unterlage, der 
Bruchschen Membran löst, was zur Bildung einer serösen 
Pigmentepithelabhebungsblase führt (Keilhauer und Weber 2003). Drusen können, 
liegen sie unmittelbar im fovealen Bereich, das Sehvermögen beeinträchtigen (Reim 
1996). Durch den Untergang von RPE-Zellen entstehen Lücken, durch die 
Flüssigkeit in den Raum unter dem Pigmentepithel sowie in die Netzhaut gelangen 
kann (Grehn und Leydecker 1995). Dieses Stadium fällt dem Patienten durch ein 
verzerrtes Sichtfeld auf und hält einige Wochen an, ohne stärkere Sehstörungen zu 
verursachen (Reim 1996).  
Neben Flüssigkeit gelangen auch neu entstehende choroidale Gefäße durch die 
Lücken des Pigmentepithels (Grehn und Leydecker 1995). Durch Schwachstellen in 
der Bruchschen Membran vermögen sie unter das RPE zu wachsen und breiten sich 
als Bestandteile neovaskulärer Membranen (auch „CNV-Membranen“) subretinal aus 
(Keilhauer und Weber 2003). Aufgrund ihres insuffizienten Wandaufbaus, können 
CNV-Gefäße sehr leicht bluten und die zentrale Netzhaut zerstören (Grehn und 
Leydecker 1995). Im Endstadium findet sich eine reaktive Fibroblastenproliferation 
mit Ausbildung einer fibrovaskulären Narbe. Die Lesefähigkeit ist bei diesen 
Patienten meist erloschen (Keilhauer und Weber 2003). Die häufig verwendete 
Bezeichnungen „disziforme Chorioretinopathie“ oder „disziforme Läsion“ entstammen 
dem anglo- amerikanischen Sprachgebrauch. Dabei wird die Krankheitserscheinung 
bzw. das Stadium beschrieben, in welchem die dramatische Verschlechterung des 
Sehvermögens eintritt.  
In den für die CNV typischen subretinalen CNV-Membranen konnten die angiogen 
wirkenden Faktoren VEGF, bFGF, TNF-α und Fibronektin nachgewiesen werden. 
Diese Faktoren, mit Ausnahme des bFGF, stimulieren RPE-Zellen zu gesteigerter 
Sekretion von sowohl MMP-2 als auch MMP-9 und üben somit einen fördernden 
Einfluss auf die Entwicklung einer CNV aus (Hoffmann et al. 2006). Die in der 
Bruchschen Membran gefundenen MMPs und TIMPs wurden wahrscheinlich vom 
RPE produziert. Es konnte eine Zunahme von MMP-2 sowohl in zugehöriger IPM als 
auch ein Anstieg von MMP-2 und MMP-9 in isolierten humanen Bruch-Membran-
Choroidea-Komplexen beim Menschen beschrieben werden. In beiden Fällen lagen 
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die Enzyme fast vollständig in ihrer inaktiven Form vor und ließen auf eine direkte 
pathogene Rolle für diese Befunde bei der AMD schließen (Sethi et al. 2000). 
 
 
1.7.3. Matrixmetalloproteinasen und Proliferative Vitreoretinopathie (PVR) 
Bei der PVR handelt es sich um einen komplexen Wundheilungsprozess, der zur 
Formation von subretinalen und epiretinalen Membranen führt, was wiederum ein 
Ablösen der Retina bewirken kann (Kon et al. 1998). Die entscheidende Rolle spielen 
hierbei Vernarbungsprozesse. Nach Migration und Proliferation retinaler (RPE-
Zellen, Astrozyten, Gliazellen, Hyalozyten) und nichtretinaler Zellen, erfolgt eine 
Ausbildung kontraktiler Membranen. Die resultierenden traktiven Kräfte können zu 
einer Abhebung der Retina von der Choroidea führen (Schönfeld 2000).  
Die PVR tritt bei 5-10 % aller Netzhautablösungen auf. MMPs sind sowohl am 
Gewebeumbau als auch an der kontraktilen Phase beteiligt (Kon et al. 1998). Es 
konnte gezeigt werden, dass Aktivität von MMPs ein ausschlaggebender Faktor der 
zellvermittelten Kollagenkontraktion in vitro ist. Viele Wachstumsfaktoren und 
Zytokine werden als Initiatoren der Zellausbreitung, Migration, Matrixausschmückung 
und Kontraktion, die den Vorgang der PVR charakterisieren, diskutiert. Jeder dieser 
Prozesse ist vom Vorhandensein von MMPs abhängig, so dass diese Enzymfamilie 
einen letzten gemeinsamen Pfad der PVR darstellt. MMPs und TIMPs konnten in 
subretinalen Membranen und im Glaskörper nachgewiesen werden (Kon et al. 1998, 
Sethi et al. 2000). Bei den meisten Studien wurde Pro-MMP-2 demonstriert. Die 
zelluläre Quelle der MMPs und TIMPs im Glaskörper ist nicht bekannt. Es konnte 
zwar gezeigt werden, dass die Hyalozyten des Glaskörpers diese Enzyme 
produzieren können, aber bisher wurden noch keine MMPs oder TIMPs aus der 
Glaskörperflüssigkeit vitrektomierter Augen isoliert. Für die zellulären 
Hauptbestandteile von PVR-Membranen wie RPE-Zellen, Gliazellen, Fibroblasten 
und inflammatorische Leukozyten konnte gezeigt werden, dass sie MMPs und auch 
TIMPs in vitro produzieren können, wobei die Stimulation durch Zytokine oder durch 
Wachstumsfaktoren variiert. Bei der PVR spielen MMP-2 und MMP-9 eine zentrale 
Rolle. In einer Studie wurde MMP-2 in allen und MMP-9 in 64 von 136 Proben 
nachgewiesen (Kon et al. 1998). Reduzierte Sauerstoffspannungen könnten einen 
Faktor darstellen, der zu einer Erhöhung von TIMP-1 in der PVR und auch bei PDR 
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beiträgt, da der TIMP-1-Promotor eine Bindungsregion für Hypoxie-regulierte 
Transkriptionsfaktoren darstellt. Die absolute MMP-Aktivität scheint, gemessen in 
einer Überprüfung zur Peptidsubstratspaltung, mit den absoluten TIMP-1 Ebenen bei 
unkomplizierter Netzhautablösung in Beziehung zu stehen bzw. zu korrelieren. Diese 
absolute MMP-Aktivität ist bedeutend höher bei einer Netzhautablösung, die durch 
eine PVR verkompliziert worden ist. Dieser Sachverhalt würde bedeuten, dass ein 
MMP/TIMP Ungleichgewicht möglicherweise mit der abnormalen Wundheilung bei 




Der Einfluss von Zytokinen auf Produktion und den Aktivitätszustand von MMPs, die 
von okulären Zellen gebildet werden, ist auch heute noch unzureichend untersucht 
und erforscht. Um auf diesem Gebiet weitere Erkenntnisse zu gewinnen, wurde die 
vorliegende Arbeit durchgeführt. Es sollten Techniken wie Western-Blotting und 
Zymographie zum Einsatz gelangen. Es wurden Veränderungen der Sekretion 
bestimmter MMPs (MMP-2 und MMP-9) und deren natürlicher Inhibitoren (TIMPs: 
TIMP-2) durch RPE-Zellen und retinale Endothelzellen unter dem Einfluss 





2. Material und Methoden 
2.1. Materialien 
2.1.1. Kulturmedien, Puffer und Zusätze 
In Tabelle 2 bis 4 sind die in den einzelnen Versuchen verwendeten Kulturmedien, 
Puffer und Zusätze, mit den jeweiligen Herstellern angegeben. 
 
Tabelle 2: Verwendete Kulturmedien 
Kulturmedium Hersteller 
DMEM-Medium (Dulbecco’s modified eagle’s 
medium mit Glutamax-I, ohne Natriumpyruvat, mit 
Pyridoxin) 
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
ITS (Insulin-Transferrin-Selen) Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
BSA (bovines Serumalbumin ) Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
FCS ( fetales Kälberserum ) Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Pen / Strep ( Penicillin / Streptomycin ) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
F10 (Ham`s) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
EBM Lonza, Verviers, Belgien 
EGM (Endothelzell-Wachstumsmedium) Lonza, Verviers, Belgien 
 
Tabelle 3: Puffer 
Pufferlösung Hersteller 
PBS (Phosphat-gepufferte Saline)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
HBSS (Hanks´ Buffered Salt Solution) ohne Calcium- 
und Magnesium-Ionen 
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
TBS (Tris-gepufferte Saline) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Entwicklungspuffer Novex, Invitrogen, USA 




Tabelle 4: Sonstige Materialien, Additive und Zytok ine und lösliche Faktoren 
 
2.1.2. Laborgeräte und sonstige Materialien 
Tabelle 5: Verwendete Laborgeräte 
Laborgerät Hersteller 
Sterilbank Nuaire, Sarstedt, Deutschland 
Inkubator Steri - Cult 200 Forma Scientific, Marietta, Ohio, USA 
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena, Deutschland 
Taumler Heidolph Polymax 1040T Heidolph, Schwabach, Deutschland 
Wasserbad Werner GmbH, Leipzig, Deutschland 
Elektrophoresekammer Cell II Blot Module Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Gerät zum Blotten Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Scanner Bio-Rad, München, Deutschland 
Zentrifuge Beckmann, Krefeld, Deutschland 
Zusatz Hersteller 
Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
BCIP (5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate             
p-toluidine salt) 
Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
NBT (Nitro-blue tetrazolium chloride) Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Ponceau-S-Lösung Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Bromphenolblau- Lösung Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Kollagen/Dispase  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
Tosyl-Lysin-Chlormethylketon Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Typ-II-DNAse I Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
HEPES (Hydroxyethylpiperazin- ethanesulfonsäure) Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Roti-Block-Lösung Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Tween 20 Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Milchpulver Applichem, Darmstadt, Deutschland 
Zytokine/Faktoren:                                                
TNF-α, TGF-β2, VEGF                                       
PEDF 
R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland,       




Tabelle 6: Sonstige Materialien 
Sonstige Materialien Hersteller 
Pasteurpipetten, steril und unsteril Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Petrischalen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Zentrifugenröhrchen Schubert, Leipzig, Deutschland 
Kulturflaschen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Kulturplatten Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Eppendorf-Röhrchen Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Pipettenspitzen (Gilson-Typ) Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Einmalpipetten, Pipettierhilfe Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Scheren, Pinzetten, Glasplatten Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Folie zum Geltrocknen Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Folie zum Einschweißen Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Blotting Papier Schleicher & Schüll, Dassel, Deutschland 
Zymographiefertiggele Novex, Invitrogen, USA 
Neubauer -Zählkammer Blau Brand, Deutschland 
Zellsieb Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 
 
2.1.3. Proteinstandards 
In der folgenden Tabelle 7 sind die bei der Zymographie und beim Westernblot 
verwendeten Proteinstandards mit entsprechendem Hersteller dargestellt. 
 
Tabelle 7: Proteinstandards 
Methode Eingesetzter Proteinstandard mit Hersteller 
Zymographie MW02L, Calbiochem, Merck, Deutschland 









Zur Herstellung von 500 ml einer Tris-Glycin-Stammlösung wurden 6 g Tris und  
28,8 g Glycin in geringer Menge Aqua dest. gelöst und in ein Becherglas gegeben. 
Anschließend wurde mit Aqua dest. zu 500 ml aufgefüllt. 
 
Kathodenpuffer (1x) 
Zur Herstellung von 400 ml Kathodenpuffer wurden 4 ml 10 %iges 
Natriumdodecylsulfat (SDS) in 100 ml Tris-Glycin-Stammlösung (4x Kathodenpuffer, 
Laufpuffer) gelöst. Anschließend wurde mit Aqua dest. zu 400 ml aufgefüllt. 
 
Transfer-(Blotting-) Puffer 
Zur Herstellung von 500 ml Transfer-(Blotting-) Puffer wurden 100 ml Methanol (20 % 
v/v Endkonzentration) und 125 ml Tris-Glycin-Stammlösung (4x) gemischt und 
anschließend zu 500 ml mit Aqua dest. aufgefüllt. 
 
3 %ige Milchpulverlösung 
Zur Herstellung einer 3 %igen Milchpulverlösung wurden 3 g Milchpulver abgewogen 
und in 100 ml Aqua dest. gelöst. Um eine potentiellen AP-Aktivität zu inaktivieren, 
wurde die gewonnene Lösung in der Mikrowelle 30 min erhitzt.  
 
AP-Puffer (pH 7,5) 
Zur Herstellung von 500 ml AP-Puffer (pH 7,5), wurden 6,05 g Tris und 16,7 ml 3 M 
NaCl-Lösung in ein 50-ml-Einmalröhrchen gegeben und vermischt. Anschließend 
wurden 0,5 ml 1 M MgCl2-Lösung und 0,5 ml 1 M CaCl2-Lösung hinzugefügt und 
ebenfalls miteinander vermischt. Danach wurde die Lösung in ein Becherglas 
gegeben und mit Aqua dest. zu 500 ml aufgefüllt. Der pH Wert wurde auf pH 7,5 
eingestellt. 
 
AP-Puffer (pH 9,5) 
Im Unterschied zur Herstellung von 500 ml AP-Puffer (pH 7,5), wurde der pH-Wert 
des Puffers auf 9,5 eingestellt. Die Bestandteile unterschieden sich nicht. 
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2.2.2. Kultivierung von humanen retinalen Pigmentepithelzellen 
Humane RPE-Zellen (hRPE-Zellen) wurden nach dem Auftauen zusammen mit 
HAM´s-F10-Kulturmedium (mit Zusatz von 10 %igem FCS und P/S) in mittlere 
Flaschen gegeben und im Inkubator bis zur völligen Konfluenz der Zellen 
angezüchtet. Das Zellwachstum wurde dabei regelmäßig mit dem Mikroskop 
kontrolliert. Zeigte sich nach einigen Tagen nahezu konfluentes Zellwachstum, wurde 
das Kulturmedium abgesaugt. Zur Ablösung der Zellen wurde zunächst mit PBS 
(ohne Zusatz von Ca2+, Mg2+) gespült und danach eine Trypsin-EDTA-Lösung 
appliziert. Die Zellen wurden für ca. zwei bis drei Minuten im Inkubator trypsiniert. Die 
Trypsinwirkung wurde mikroskopisch am Abkugeln der Zellen kontrolliert. Diese 
enzymatische Reaktion wurde mit DMEM-Kulturmedium (mit Zusatz von 10 %igem 
FCS und P/S) abgestoppt. Das entstandene Zellgemisch wurde mittels Pipette 
entnommen und in ein Röhrchen gegeben. Anschließend wurde bei 1800 rpm 
zentrifugiert. Der dabei entstehende Überstand wurde abgesaugt und verworfen. 
Zum verbliebenen Zellsediment wurden nun 1ml HAM´s-F10/ P/S/FCS hinzupipettiert 
und vermischt. Mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer wurde die Zellzahl bestimmt. 
Anschließend wurden 50 000 Zellen pro Kavität in 6-Loch-Platten in HAM´s-F10       
+ 10 % FCS eingesät und im Inkubator bei 37°C bis zur Konfluenz kultiviert. Für die 
Versuche wurden die Zellen mit TNF-α stimuliert. 
 
 
2.2.2.1. Stimulation der humanen retinalen Pigmentepithelzellen durch TNF-α  
Für die Versuche wurden konfluente hRPE-Zellen dem Zytokin TNF-α in serumfreiem 
Medium (DMEM mit 1 % ITS) ausgesetzt. Zur Stimulation der Zellen folgte eine 
Inkubationszeit von 48 Stunden im Inkubator (37°C, 5 % CO2). Danach konnten die 
Zellkulturüberstände in den jeweiligen Analysen mit Hilfe von Zymographie oder 
Western-Blotting weiter untersucht werden. Bei allen Versuchsansätzen erfolgte die 
Bestimmung der Zellzahl in den jeweiligen Kavitäten mit Hilfe der Neubauer-
Zählkammer und die Protokollierung des aktuellen Kulturvolumens, um relative, auf 
die jeweilige Zellzahl bezogene Werte für die MMP-Sekretion errechnen zu können. 
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2.2.3. Kultivierung von bovinen retinalen Endothelzellen 
Die Präparation von bovinen RE-Zellen (bRE-Zellen) aus Rinderaugen erfolgte unter 
sterilen Bedingungen. Zunächst wurden die aus dem Schlachthof gelieferten 
Rinderaugen gesäubert, von Muskeln, Bindehaut und Bindegewebe befreit und in 
einem sterilen Becherglas über Nacht in einer PBS/ 1 % Penicillin-/ Streptomycin-
Lösung (PBS + P/S) inkubiert. Danach wurden die Augen in Ethanol gespült. Die 
Hornhaut wurde mit einer Schere abgeschnitten, Linse und Glaskörper wurden 
entfernt. Mittels Schere und unter zu Hilfenahme einer Pinzette wurden die jeweiligen 
Retinae präpariert. Diese wurden in einem Röhrchen gesammelt und in PBS 
aufbewahrt. Zur Zerkleinerung wurde ca. 5 Minuten bei 1500 Umdrehungen 
zentrifugiert. Es folgten mehrere Waschgänge mit PBS + P/S, im Wechsel mit 
Zentrifugationsdurchgängen, bis der Überstand klar erschien. Dieser wurde 
abgesaugt und anschließend wurde eine Lösung an Kollagen/Dispase (1 mg/ml)       
1 mg/ml Tosyl-Lysin-Chlormethylketon/20U/ml Typ-II-DNAse I hinzugegeben. Im 
Anschluss erfolgten eine Inkubationszeit von ca. 30 bis 45 Minuten bei 37°C sowie 
mehrere Waschschritte mit HBSS sowie eine Passage der Zellsuspension durch 
Zellsiebe. Die im Sieb verbliebenen Zellen wurden in EGM resuspendiert und auf mit 
Fibronektin beschichtete 6-Kavitäten-Platten verteilt. Es folgte eine Inkubationszeit im 
Brutschrank bei 37°C von mehreren Tagen.  
 
 
2.2.3.1. Stimulation der bovinen retinalen Endothelzellen durch Zytokine 
Das Procedere war vergleichbar mit der bereits beschriebenen Exposition von  
hRPE-Zellen gegenüber TNF-α. (siehe 2.2.2.1). Hier wurde eine Inkubationszeit von 
24 Stunden nach Zugabe von verschiedenen Zytokinen (TNF-α, TGF-β2, VEGF und 












Entsprechend ihrer Substrate unterteilt man die MMPs in vier wichtige 
Hauptuntergruppen: Kollagenasen, Gelatinasen, Matrilysine und Stromelysine 
(Casey und Li 1997). Da diese Proteasen die Fähigkeit besitzen, Gelatine 
aufzuspalten, wurden für ihren zymographischen Nachweis Gele verwandt, die 
Gelatine beinhalteten. Diese wurden zum Teil selbst hergestellt (Zusatz von 1 mg/ ml 
Gelatine zu Polyacrylamidgelen). 
Eine proteolytische (gelatinolytische) Aktivität zeigte sich als farblose Bande vor 
dunklem Hintergrund im mit Comassie-Brilliantblau angefärbten Gelatinegel. Um 
Aussagen über die Identität der aufgetrennten MMPs zu erhalten, nutzte man den 
Vergleich der Molekulargewichte mit einem entsprechenden Standard (MW02L, 
Calbiochem, Merck, Deutschland). Die darin enthaltenen Proteine wurden ebenso 
wie die MMPs während der Elektrophorese in Banden aufgetrennt. Vorgefärbte 
Molekulargewichtsstandards wurden zur annähernden Bestimmung der relativen 
Molmasse der MMPs genutzt. 
 
Herstellung von Trenn- und Sammelgelen für die SDS-PAGE 
Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) dient der Auftrennung der Proteine 
nach ihrer Größe nach Anlegen eines elektrischen Feldes. Um einheitlich negative 
Oberflächenladungen zu erzeugen, müssen die Proteine zuvor durch das Detergens 
SDS denaturiert werden. Als Matrix für die Größentrennung wurde Acrylamid 
eingesetzt.  
Zur Herstellung von 5 ml eines 12 %igen Trenngels wurden 2,0 ml 30 %iges 
Acrylamid, 50 µl einer 10 %igen SDS-Lösung, 1,6 ml Aqua dest. und 1,25 ml einer 
1,5 M Tris-HCl-Lösung (pH 8,8) miteinander vermischt. Unter dem Abzug wurden      
2 µl N, N, N´, N´-Tetramethylethylen-1,2-diamin (TEMED) hinzugegeben. Um eine 
vorzeitige Polymerisierung des Gels zu vermeiden, wurde 10 %iges Ammonium-
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persulfat (APS) erst am Ende zupipettiert. Nach Mischung wurden 4 ml der Lösung 
zwischen zwei Glasplatten gegossen. Um eine Austrocknung zu verhindern, wurde 
nach erfolgter Polymerisierung mit Aqua dest. überschichtet.  
Zur Zymographie wurde ein Gel benötigt, welches Gelatine-haltig ist. Zur Herstellung 
wurden 20 mg Gelatine in 1 ml Aqua dest. gelöst und erwärmt (20 mg/ ml 
Stammlösung). Nach Abkühlung wurden 1/20 Volumen pro Trenngel eingesetzt.  
Zur Herstellung von 2 ml eines 5 %igen Sammelgelgels wurden 330 µl 30 %iges 
Acrylamid, 1,4 ml Aqua dest. und 250 µl 1 M Tris (pH 6,8) miteinander vermischt. 2 µl 
TEMED wurden unter Nutzung des Abzuges hinzugegeben. Schließlich wurden      
10 %ige SDS- und 10 %ige APS-Lösungen zu jeweils 20 µl hinzupipettiert. Mittels 
Saugpapier erfolgte die Entfernung des Aqua dest. vom Trenngel. Damit die in das 
Gel einlaufenden Banden möglichst schmal sind, und, um somit eine bessere 
Auftrennung der Proteine zu erreichen, wurde die Sammelgellösung über das 
Trenngel aufgetragen. Durch Anwendung eines Kamms wurden Aussparungen für 




Zubereitung eines Probenpuffers 
10 µl der Kulturüberstände von hRPE-Zellen und 10 µl Probenpuffer wurden 
gemischt, danach wurde die Probe in die Gelspur übertragen. Es wurde unter nicht-
reduzierenden Bedingungen gearbeitet. 
Um in den Proben eine ausreichende MMP-Konzentration zu gewährleisten, mussten 
die Zellkulturüberstände vorher bei 3000 rpm unter Verwendung von 
Konzentrierungseinheiten ankonzentriert werden, bis exakt das 10fache ihrer 
Ausgangskonzentration erreicht war. Volumen- und somit 
Konzentrationsunterschiede wurden dabei mit Wasser ausgeglichen.  
 
Elektrophoretische Trennung, Verwendung industrieller Gele 
Bei dieser Methodik wurden industriell vorgefertigte, Gelatine-haltige 
Zymographiegele [10 % Tris-Glycin-Gel mit 0,1 %iger (w/v) Gelatine als Substrat] 
genutzt. Die Gelkasette wurde in eine Elektrophoresekammer (Novex) eingesetzt, die 
mit 1x Laufpuffer gefüllt war. Die Standard-Markerproteine (MW02L, Calbiochem, 
Merck, Deutschland) und Proben wurden danach in die Geltaschen pipettiert. Die 
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Proben liefen für 60 – 90 min bei konstanten 125 V, bis die Lauffront den unteren Teil 
des Gels erreicht hatte. Dabei lag die Stromstärke zwischen anfangs 30 mA und     
10 mA gegen Ende der Elektrophorese. 
 
Elektrophoretische Trennung, Verwendung selbst hergestellter Gele 
Die Auftrennung von Proben und Standard-Proteinen erfolgte wie oben angegeben, 
jedoch unter Verwendung selbst hergestellter Gelatine (0,1 % w/v)-haltiger SDS-
Gele. 
 
Färbung und Entfärbung des Zymogramms 
Die Gelkasette wurde geöffnet oder bei selbst hergestelltem Gel von der Glasplatte 
abgelöst. Das Gel wurde in eine Petrischale überführt, mit 1x Renaturierungspuffer 
(Novex, 10x Renaturierungspuffer verdünnt mit Aqua dest.) bedeckt und bei leichter 
Bewegung auf dem Taumler 30 min inkubiert. Danach erfolgte ein Wechsel des 
Renaturierungspuffers und nochmaliger Inkubationszeit von 30 min bei 
Zimmertemperatur. Nun wurde der Renaturierungspuffer durch 1x 
Entwicklungspuffer (Novex, 10x Entwicklungspuffer verdünnt mit Aqua dest.) ersetzt 
und das Gel bei 37° C, bei einer 95 %igen Luftfeuchtigkeit und 9 % CO2 über Nacht 
im Inkubator aufbewahrt. Während der Inkubationszeit konnten die Gelatinasen auf 
die Gelatine-haltigen Gele einwirken und den Abbau der Gelatine vorantreiben, so 
dass bei der unten beschriebenen Anfärbung der Gele sich an den Orten, an denen 
sich die Gelatinasen nach Migration entsprechend ihrem Molekulargewicht befanden, 
eine ungefärbte Stelle zeigte, da hier Gelatine durch die MMPs abgebaut wurde. 
Nach abgelaufener Inkubationszeit wurde der Puffer durch eine Färbelösung ersetzt. 
Dazu nutzte man eine Comassie Brilliantblau (1g/ l) -Lösung. Diese wirkte individuell 
1-6 Stunden auf das Gel ein. Danach wurde das Gel in 10 %iger Essigsäure solange 
entfärbt, bis sich die Banden der Gelatinasen als nicht angefärbte Anteile des Gels 
gut vom Hintergrund abhoben. Anschließend wurde das fertige Gel zur Archivierung 









Western-Blotting dient dem Nachweis von antigenem Material mittels Antikörper 
durch eine Antigen-Antikörper-Reaktion. Gebundene Primärantikörper können durch 
Enzym-markierte Sekundärantikörper detektiert werden (Spägele und Trendelenburg 
1998).  
 
Herstellung eines Gels 
Diese entsprach der Gelherstellung der Zymographie. Bei der Methode zum 




Zubereitung eines Probenpuffers 
25 µl der Zellkulturüberstände von hRPE-Zellen und 2,5 µl 10 %ige SDS-Lösung 
wurden vermischt. Anschließend wurden 1,5 µl Bromphenolblau-Lösung hinzugefügt 
und gut geschüttelt. Danach konnte die Probe in die Gelspur übertragen werden. 
 
Herstellung eines Westernblots 
Bei dieser Methode werden die Proteine zunächst durch das Anlegen einer 
Spannung mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend vom 
Elektrophoresegel auf einen Nitrozellulosefilter übertragen. Zur Blockierung 
unspezifischer Bindungsstellen wird der Filter mit einer Blockierlösung inkubiert. 
Danach erfolgt die Zugabe und Inkubation mit dem jeweiligen Primärantikörper. 
Ungebundene und unspezifisch gebundene Antikörper werden durch mehrere 
Waschgänge mit entsprechenden Lösungen wieder eliminiert. Jetzt kann die 
Inkubation mit dem Sekundärantikörper erfolgen. Ungebundene und unspezifisch 
gebundene Antikörper werden ebenfalls durch Waschgänge eliminiert. Durch 
Anfärbung mit entsprechenden Reagenzien können die spezifisch gebundenen 
Antikörper sichtbar gemacht werden. Dabei ist die Lage der Proteinbande abhängig 
vom Molekulargewicht des Zielproteins. Die Bandenintensität hängt von der Menge 
des Zielproteins ab. 
Praktisch wurde so vorgegangen, dass drei Lagen Filterpapier auf Gelgröße 
zurechtgeschnitten und in die Blotkammer eingelegt wurden. Danach wurde das Gel 
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unter Befeuchtung mittels Pasteurpipette mit Transferpuffer in die Kammer 
übertragen. Ein Bogen Nitrocellulosepapier wurde ebenfalls auf Gelgröße 
zurechtgeschnitten und auf das Gel übertragen. Nun wurde mit drei Lagen feuchten 
Filterpapiers abgedeckt. Danach wurde der Deckel der Semi-Dry-Blotkammer 
aufgelegt und an ein Stromversorgungsgerät angeschlossen. Pro Stunde wurden ca. 
300 mA benötigt. Nach dem Blotten wurde das Nitrocellulosepapier mittels Pinzette 
entnommen und, um den erfolgten Transfer zu überprüfen, für 5 min mit Ponceau S-
Lösung angefärbt.  
Zum Blockieren konnte sowohl Milchpulver (5 % w/v, in PBS) als auch Rotiblock-
Lösung (10 % v/v, in PBS) verwendet werden. Dazu folgte eine Inkubationszeit von 
120 min bei 37°C im Brutschrank. Nach dem Blockieren erfolgte ein Waschvorgang 
mit Aqua dest. oder PBS. Nun erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper, 
welcher nach Bindung an die passenden Zielproteine auf der Membran als 
Proteinbande sichtbar gemacht werden kann. Dieser (z. B. anti-TIMP-2) wurde in 
einer Verdünnung von 1:100 (in TBS/ 2 % BSA/ 0,05 % Tween-20) gelöst und mit der 
geblotteten Nitrocellulosefolie für mindestens 3 Stunden inkubiert. Nach Ablauf 
dieser Zeit erfolgte ein erneuter Waschgang mit TBS/ 0,05 % Tween-20 und TBS. 
Zur Detektion entsprechender Proteine wurde ein zweiter Antikörper eingesetzt. Der 
Sekundärantikörper (Ziege-anti-Maus-IgG, AP-gekoppelt, Verdünnung 1:2000) wurde 
auf die gleiche Art zum Nitrocellulosepapier gegeben. Hierbei wurde eine Stunde 
Inkubationszeit benötigt. Dieser Vorgang wurde durch einen Waschgang mittels TBS/ 
0,05 % Tween-20, weiterhin, AP 7,5 und AP 9,5 abgeschlossen. Zur Färbung des 
Blots wurden 1 ml AP 9,5, 5 µl BCIP- und 6,5 µl NBT-Lösung als Substratlösung 
eingesetzt und zusammen mit dem Blot in einem abgedunkelten Raum bei 
Zimmertemperatur solange inkubiert, bis deutliche Banden sichtbar wurden. Nun 
wurde der Blot mit Aqua dest. gewaschen, eingescannt und getrocknet. 
 
 
2.2.4.3. Anzahl unterschiedlicher Zellpräparationen und -kulturen und Auswertung 
der Versuche 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte nur auf eine eingeschränkte Anzahl von Spender-
Augen zurückgegriffen werden. Die Limitierung betraf die Präparation und Kultur von 
humanen und bovinen Zellen (zum Zeitpunkt der Datenerhebung erfolgte infolge 
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arbeitstechnischer und sicherheitsbedingter Arbeitsabläufe nur eine eingeschränkte 
Freigabe von Rinderaugen durch den Veterinärbetrieb). Daher wurden zum 
überwiegenden Teil Versuche unter Verwendung von jeweils einer Zellpräparation 
durchgeführt, pro Spender-Auge wurde dabei jeweils eine Zellkultur angelegt. Im 
Falle von zwei durchgeführten Experimenten zur gleichen Fragestellung unter 
Rekrutierung unterschiedlicher Spender wurden beide Experimente im Ergebnisteil 
vergleichend gegenübergestellt. 
Nach Abschluss der Zellkultur-Experimente erfolgte die Bestimmung der Zellzahl. 
Dazu wurden Kultur-Überstände gewonnen, die zuvor mit sterilem Wasser auf das 
Ausgangsvolumen eingestellt und durch Zentrifugation von Zellresten befreit wurden. 
Nach Trypsinierung der adhärenten hRPE- und bRE-Zellen erfolgte die Bestimmung 
der Zellzahl in den Zellsuspensionen mittels Neubauer-Zählkammer. Die Zellzahl 
wurde dabei wie folgt berechnet: 
Zellzahl = (mittlere Anzahl in einem Quadranten) x Volumen der Suspension (in ml) x 
104/ ml. 
Um die Werte der MMP- bzw. TIMP-Sekretion vergleichbar darstellen zu können, 
erfolgte die Normierung auf gleiche Zellzahl. Für jede Bedingung wurden zusätzlich 
relative Änderungen in Bezug auf Kontrollbedingungen (Mediumkontroll-Kulturen) 
berechnet. 
Nach Archivierung der Zymogramme bzw. Blots erfolgte die Auswertung der 
Bandenintensitäten densitometrisch durch ein Gel-Dokumentations-Gerät (Molecular 







3. Ergebnisse  
3.1. Sekretion von Matrixmetalloproteinasen durch humane retinale 
Pigmentepithelzellen 
3.1.1. Zymographische Darstellung des MMP-Spektrums  
MMPs sind Proteasen, deren enzymatische Aktivität zur proteolytischen Spaltung 
von Polypeptiden befähigt. Von MMPs ist bekannt, dass sie vor allem Bestandteile 
der ECM abbauen (Nagase und Woessner 1999). In dieser Arbeit wurden Sekretion 
und Aktivierung der MMPs MMP-2 und -9 sowie von deren Inhibitoren (TIMPs) 
untersucht, die durch hRPE- und bRE-Zellen erfolgt und dem Einfluss verschiedener 
Zytokine unterliegt. Dabei wurden die Methoden der zymographischen Darstellung 
und der Westernblot-Analyse genutzt. 
In den folgenden Darstellungen werden MMP-2 und -9 genauer betrachtet. Beide 
MMPs sind Gelatinasen, deren Aktivität durch Abbau eines gelatinehaltigen Gels 
mittels Gelatine-Zymographie sichtbar gemacht werden kann. Auch die inaktiven 
Pro-Formen der MMPs sind darstellbar, so dass Expressions- und Aktivierungsprofile 




Abbildung 2: Gelatine-Zymographie zur Darstellung v on MMPs im Kulturmedium von hRPE-Zellen. Die hRPE-Z ellen 
wurden für 48 h in Gegenwart von TNF- α (10 ng/ml) kultiviert. Anschließend erfolgte eine Analyse der Kulturüberstände 
mittels Zymographie. Die hier dargestellten Bandeni ntensitäten wurden in zwei unabhängigen Experimente n unter 
Verwendung von 2 Zellkulturen von zwei verschiedene n Spendern beobachtet. 
 
Die Abbildung 2 zeigt ein repräsentatives Zymogramm zur Identifizierung von MMPs 
nach Auftrennung der jeweiligen Polypeptide mit charakteristischen 
Molekulargewichten. Unterschiede, die sich aus der Exposition der Zellen (hRPE-
Zellen) gegenüber TNF-α ergeben, werden später dargestellt. Die Aktivität der 
entsprechenden Gelatinasen zeigte sich in den Zymogrammen als farblose Banden 
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vor dunklem Hintergrund. Der eingesetzte Molekulargewichts-Standard definierte 
Proteine mit festgelegten Molekulargewichten von 200, 97, 68, 43 und 29 kDa         
(siehe „Material und Methoden“). In den Versuchen ließ sich im Bereich eines 
Molekulargewichts von ~92 kDa eine Bande identifizieren. Weiterhin war der Bereich 
zwischen ~68 kDa und ~97 kDa in bestimmten Fällen (siehe Abbildung 2: 
insbesondere Stimulierung von hRPE-Zellen mit TNF-α) durch weitere Banden 
gekennzeichnet. Im Bereich von ~68 kDa konnten zwei mehr oder weniger gut 
abgrenzbare starke Banden dargestellt werden. Da in allen Bereichen Gelatine 
abgebaut wurde, entsprachen diese Bereiche der Aktivität von Gelatinasen. 
Die für die jeweiligen MMPs spezifischen Molekulargewichte wurden bereits in 
früheren Studien (Morgunova et al. 1999, Kikkawa 1996, Hoffmann et al. 2006, 
Sobrin et al. 2000, Mackay et al. 1993, Murphy et al. 1985) beschrieben. Demnach 
wurde für latentes oder Pro-MMP-2 ein Molekulargewicht von 72 kDa, für aktives 
MMP-2 ein Molekulargewicht von 65 kDa, für latentes oder Pro-MMP-9 ein 
Molekulargewicht von 92 kDa und für aktives MMP-9 ein Molekulargewicht von       
82 kDa ermittelt. Die in Abbildung 2 nachgewiesenen Molekulargewichte liegen den 
in früheren Studien bereits ermittelten Molekulargewichten der jeweiligen MMPs sehr 
nahe, so dass man davon ausgehen kann, dass die oben beschriebenen Banden die 
latenten schwereren und auch die aktiven leichteren Formen der MMPs Typ 2 bzw. 
Typ 9 darstellen. 
 
 
3.1.2. Einfluss von Zytokinen auf die MMP-Produktion humaner retinaler 
Pigmentepithelzellen 
Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die Sekretion von MMPs durch hRPE-Zellen 
unter dem Einfluss des Zytokins TNF-α näher betrachtet. Zur Lösung dieser 
Fragestellung wurden insgesamt drei Experimente durchgeführt. In den ersten 
beiden Experimenten (Exp.1 und Exp.2, siehe auch Abbildung 2 und 3) wurde die 
Sekretion von hRPE-Zellen aus Augen zweier verschiedener Spender (n=2) mittels 
Zymographie untersucht. Die hRPE-Zellen zum Westernblot im dritten Experiment 
(Exp.3) stammten vom gleichen Spender wie aus Exp.2. 
Zunächst sei noch einmal auf die Abbildung 2 (Exp.2) verwiesen; hier zeigte sich 
sowohl in der Kontrollkultur als auch in Gegenwart von TNF-α eine deutliche 
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Aufhellung im Molekulargewichtsbereich des MMP-9 (Pro-MMP-9 und aktiviertes 
MMP-9). Beim anderen Spender (Exp.1, siehe Abbildung 3) trat eine nur schwach 
sichtbare Bande bei ca. 92 kDa, dem Molekulargewichtsbereich von Pro-MMP-9, bei 
Auftrennung des Kulturmediums nicht stimulierter Zellen hervor. Wie die Abbildungen 
2 und 3 verdeutlichen, konnten jedoch nach Analyse der Medien von mit TNF-α 
stimulierten Zellkulturen deutlich erkennbare Banden im Molekulargewichtsbereich 





Abbildung 3: Gelatine-Zymographie zur Analyse des E influsses des Zytokins TNF- α auf Produktion und Aktivität 
verschiedener MMPs im Kulturmedium von hRPE-Zellen.  Die hRPE-Zellen wurden für 48 h in Gegenwart von T NF-α (10 
ng/ml) kultiviert. Anschließend erfolgte eine Analy se der Kulturüberstände mittels Zymographie. Das hi er dargestellte 
Exp.1 zeigte ähnliche Resultate wie Exp. 2 (siehe A bbildung 2). 
 
Zwei Experimente wurden genutzt, um den Einfluss von TNF-α auf MMP-2 und   
MMP-9 zu untersuchen. Wie schon oben angegeben, stammten die hRPE-Zellen von 
unterschiedlichen Spendern (n=2). Eine Änderung der Aktivität von aktivem MMP-9 
war in Folge der sehr hohen Bandenintensitäten und somit ungenauer 
densitometrischer Messung nur schwer nachweisbar (siehe Abbildung 3). Der 
Einfluss durch TNF-α-Stimulation auf die Sekretion von Pro-MMP-9 stellt sich 





Abbildung 4: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten TNF- α-induzierten  Sekretion 
von Pro-MMP-9 in hRPE-Zellen nach 48 h Kultur. 
 
Abbildung 5:  Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Änderung der Sekretion von 
Pro-MMP-9 in hRPE-Zellen  nach Exposition gegenüber  
TNF-α. Die hRPE-Zellen wurden für 48 h in Gegenwart 
von TNF-α (10 ng/ml) kultiviert (relative Werte). 
Zur Generierung dieser Abbildungen wurden die Daten  von hRPE-Zellen zweier unterschiedlicher Spender v erwendet. 
Jedes der beiden Experimente wurde einmal mittels Z ymographie analysiert. 
 
Die densitometrische Ausmessung der Banden (siehe Abbildung 4) wies auf eine 
starke Beeinflussung der Produktion und/ oder Aktivität von Pro-MMP-9 durch TNF-α 
hin.  
Die Abbildung 5 verdeutlicht die Tendenz zu einem hochregulierenden Effekt von 
TNF-α auf die Pro-MMP-9-Sekretion durch hRPE-Zellen. 
Weiterhin wurde mittels Zymographie die Produktion von MMP-2 durch hRPE-Zellen 
untersucht. Wie bereits in Abbildung 2 dargestellt wurde, ließ sich auf Höhe von      
65 kDa, entsprechend der Sekretion von aktivem MMP-2, sowohl im Medium der 
Kontrollkultur, als auch im Medium der gegenüber TNF-α exponierten Kultur eine gut 
abgrenzbare Bande erkennen. Nach Auswertung der Daten zweier unterschiedlicher 
Spender, konnte allerdings ein nur mäßiger Effekt von TNF-α auf Produktion und/ 
oder Aktivierung von MMP-2 vermutet werden (siehe Abbildung 6 und 7). Für       
Pro-MMP-2 ergaben sich wegen der sehr hohen Bandenintensitäten und somit 
erschwerten densitometrischen Messung keine klaren Änderungen der Aktivität. 
(siehe Abbildung 2). Die densitometrische Messung von Intensitäten der für MMP-2 
































































Abbildung 6: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten TNF- α-induzierten  Sekretion 
von MMP-2 in hRPE-Zellen nach 48 h Kultur. 
 
Abbildung 7: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Änderung der Sekretion von 
MMP-2 in hRPE-Zellen nach Exposition gegenüber TNF- α. 
Die hRPE-Zellen wurden für 48 h in  Gegenwart von 
TNF-α (10 ng/ml) kultiviert  (relative Werte). 
Zur Generierung dieser Abbildungen wurden die Daten  von hRPE-Zellen zweier unterschiedlicher Spender v erwendet. 
Jedes der beiden Experimente wurde einmal mittels Z ymographie analysiert. 
 
Obwohl in der vorliegenden Arbeit nicht zuverlässig geklärt werden konnte, welchen 
Einfluss TNF-α auf die Produktion von MMP-2 hat, legen die dargestellten Daten 
nahe, dass TNF-α möglicherweise eine leichte Zunahme der gelatinolytischen 
Aktivität von MMP-2 in Zellkulturmedien von hRPE-Zellen induziert.  
In einem dritten Experiment erfolgte eine weitere Analyse der Sekretion von MMP-2 
mittels Western-Blotting. Hierbei wurden Zellkulturmedien elektrophoretisch 
aufgetrennt und nach Transfer auf eine Nitrocellulosefolie enzymimmunologisch 
analysiert. Um interpretierbare Ergebnisse zu erzielen, mussten vergleichbare 
Proteinmengen aufgetrennt und, ebenso wie bei der Zymographie, Standardproteine 
als Markerproteine eingesetzt werden (siehe „Material und Methoden“). Durch 
Elektrophorese erfolgte dabei eine Auftrennung der jeweils enthaltenen Proteine in 



























































Abbildung 8: Nachweis der Hochregulation von MMP-2 durch TNF- α in hRPE-Zellen im Vergleich zur Kontrollzellkultur  
(„Medium“) im Westernblot. Die hRPE-Zellen wurden f ür 48h in Ab- oder Anwesenheit von TNF- α (10 ng/ml) kultiviert. 
Das Experiment wurde einmal mit einer Zellkultur ei nes Spenders durchgeführt. 
 
Die Abbildung 8 zeigt einen Westernblot von Überständen einer RPE-Zellkultur unter 
Einsatz eines Anti-MMP-2-Primärantikörpers. Es konnten 65-kDa-Banden, d.h., die 
aktivierte Form von MMP-2 dargestellt werden, wobei RPE-Zellen unter               
TNF-α-Einfluss offensichtlich vermehrt MMP-2 sezernierten (siehe Abbildung 8 bis 
10). Im Gegensatz hierzu wurden in diesem Experiment keine Unterschiede 
bezüglich der Intensität von 72-kDa-Banden (Pro-MMP-2) festgestellt (nicht gezeigte 
Ergebnisse). 
Nach Messung der Bandenintensitäten (siehe Abbildung 8) ergaben sich für das 
dargestellte Experiment folgende Verhältnisse: 
 
 
Abbildung 9: Graphische Darstellung der mittels 
Western-Blotting ermittelten TNF- α- induzierten 
Sekretion von MMP-2 in hRPE-Zellen nach 48 h Kultur . 
 
Abbildung 10:  Graphische Darstellung der mittels 
Western-Blotting ermittelten Änderung der Sekretion  von 
MMP-2 in hRPE-Zellen nach Exposition gegenüber TNF- α. 
Die hRPE-Zellen wurden für 48 h in  Gegenwart von 
TNF-α (10 ng/ml) kultiviert  (relative Werte). 
Zur Generierung dieser Abbildungen wurden die Daten  von hRPE-Zellen eines Spenders verwendet und einma l 
mittels Western-Blotting analysiert. 
 
Diese Befunde (siehe Abbildung 9 und 10) weisen auf eine Hochregulation von 
















































3.1.3. Sekretion von TIMP-2 durch humane retinale Pigmentepithelzellen 
Die Aktivität der MMPs wird durch natürliche spezifische Inhibitoren (TIMPs) reguliert. 
TIMP-2 stellt einen für MMP-2 spezifischen Inhibitor dar (Itoh et al. 1998) und ist in 
den meisten Zellen und Geweben in geringen Mengen enthalten (Liotta und Stetler-
Stevenson 1990). Die Fähigkeit, mit MMP-2 zu interagieren und diese Protease zu 
hemmen, ist auf die 65-kDa-Form, also die aktive Form von MMP-2, beschränkt (Itoh 
et al. 1998).  
Mittels Western-Blotting wurde die Anwesenheit von TIMP-2 in Zellkulturüberständen 




Abbildung 11: Nachweis der Sekretion von TIMP-2 in Zellkulturmedien, die sowohl von TNF- α-exponierten als auch von 
Kontroll-hRPE-Zellkulturen („Medium“) stammten. Dar stellung der TNF- α-bedingten tendenziellen Hochregulation der 
TIMP-2-Sekretion durch hRPE-Zellen im Westernblot. Die hRPE-Zellen wurden für 48h in Ab- oder Anwesenh eit von 
TNF-α (10 ng/ml) kultiviert. Die Analyse der Zellkultur erfolgte mittels Western-Blotting. Repräsentatives Experiment für 
2 Zellkulturen von zwei verschiedenen Spendern. 
 
Die Abbildung 11 zeigt einen repräsentativen Westernblot für diese zwei 
Experimente. Als Primärantikörper wurde anti-TIMP-2 eingesetzt. Im Ergebnis des 
Westernblots konnte das von den hRPE-Zellen sezernierte TIMP-2 als 21-kDa-
Bande dargestellt werden. Mit Hilfe der beiden Experimente gelang auch eine 
Demonstration eines möglicherweise hochregulierenden Einflusses von TNF-α auf 
die Sekretion von TIMP-2. Die stärkere Bande in der Laufstrecke der 
Zellkulturüberstände von hRPE-Zellen, die mit TNF-α behandelt wurden, zeigt eine 
erhöhte Präsenz des hemmenden TIMP-2 an (siehe Abbildung 11). In diesem 
Zusammenhang erscheint es unwahrscheinlich, dass die geringfügig höhere Aktivität 
von MMP-2 in diesen Kulturmedien (siehe hierzu Anstieg der aktiven 65-kDa-Form in 
Abbildung 10) durch eine erhöhte TNF-α-induzierte MMP-2-Aktivierung zustande 




Die Werte zu Abbildung 12 und 13 ergeben sich aus zwei Experimenten (Exp.1 und 
Exp.2) mit hRPE-Zellen aus Augen zwei verschiedener Spender (n=2), in denen 
mittels Western-Blotting die Sekretion von TIMP-2 durch hRPE-Zellen, als auch der 
Einfluss von TNF-α auf die TIMP-2-Sekretion untersucht wurde. 
 



























Abbildung 12: Graphische Darstellung der mittels 
Western-Blotting ermittelten TNF- α- induzierten 
Sekretion von TIMP-2 in hRPE-Zellen nach 48 h Kultu r. 
 
Abbildung 13: Graphische Darstellung der mittels 
Western-Blotting ermittelten Änderung der Sekretion  von 
TIMP-2 in hRPE-Zellen nach Exposition gegenüber TNF -α. 
Die hRPE-Zellen wurden für 48 h in Gegenwart von TN F-α 
(10 ng/ml) kultiviert (relative Werte). 
Zur Generierung dieser Abbildungen wurden die Daten  von hRPE-Zellen zweier unterschiedlicher Spender v erwendet. 
Jedes der beiden Experimente wurde einmal mittels W estern-Blotting analysiert. 
 
Die Abbildungen 11 bis 13 verdeutlichen den Einfluss von TNF-α auf die Sekretion 
von TIMP-2 in hRPE-Zellen. Die Befunde zeigten, dass in den mit TNF-α 
behandelten Zellkulturen der Trend zu einer verstärkten Präsenz des hemmenden 































3.2. Sekretion von Matrixmetalloproteinasen durch bovine retinale Endothelzellen  
In der Pathogenese ischämischer Retinopathien spielt der Ab- und Umbau der ECM 
im Rahmen der Angiogenese eine wichtige Rolle. Um eine der Angiogenese- 
relevanten Aktivitäten von RE-Zellen näher zu beleuchten, wurde die Sekretion von 
verschiedenen MMPs durch diese Zellen untersucht. Dabei wurde analog den 
Experimenten mit hRPE-Zellen die Technik der Zymographie genutzt.  
 
 
Abbildung 14: Zymographie zur Analyse des Einflusse s von Wachstumsfaktoren/ Zytokinen auf Produktion b zw. -
Aktivität verschiedener MMPs im Kulturmedium von bR E-Zellen. Als Kontrolle dienten in diesem Versuch 
Zellkulturüberstände von hRPE-Zellen, die auf den G elen aufgetragen wurden. Die bRE-Zellen wurden für 48 h in 
Gegenwart von TNF- α (10 ng/ml), TGF- β2 (10 ng/ml), VEGF (50 ng/ml) oder PEDF (100 ng/ml)  kultiviert. Anschließend 
erfolgte eine Analyse der Kulturüberstände mittels Zymographie. Das Experiment wurde einmal mit einer Primärkultur 
boviner RE-Zellen durchgeführt. 
 
Die Abbildung 14 zeigt ein Zymogramm der Überstände einer Primärkultur von   
bRE-Zellen zur Darstellung der gelatinolytischen Aktivität von MMPs nach 
elektrophoretischer Auftrennung. Als Kontrolle dienten in diesem Versuch 
Zellkulturüberstände von hRPE-Zellen, die auf den Gelen aufgetragen wurden. Die 
Aktivität der entsprechenden Gelatinasen zeigte sich als farblose Bande vor dunklem 
Hintergrund. In allen Spuren der Zymogramme konnten Banden unterschiedlicher 
Intensität nachgewiesen werden. Dabei traten einige Banden der bRE-
Zellkulturüberstände stärker in Erscheinung als die der hRPE-Zellkulturüberstände. 
Auf der Höhe von 92 kDa sowie auf der Höhe von 82 kDa erschienen in allen 
Bereichen transparente Zonen, die der inaktiven Pro-Form bzw. der aktiven Form 
von MMP-9 entsprechen. Dabei konnten Unterschiede in der Stärke der Transparenz 
nachgewiesen werden, die offensichtlich auf den Einfluss der verschiedenen 
Zytokine zurückzuführen waren, gegenüber denen die Zellen exponiert wurden. Auf 
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den Einfluss einzelner Zytokine bzw. Faktoren auf die Präsenz von MMPs wird im 
folgenden Abschnitt noch näher eingegangen.  
Auf der Höhe von 72 kDa konnten sowohl in den Laufspuren der bRE-
Zellkulturüberstände als auch in denjenigen der hRPE-Zellkulturüberstände deutliche 
Banden dargestellt werden. Diese stellten die inaktive Form von MMP-2 dar. Eine 
Abgrenzung zur aktiven Form von MMP-2 (65kDa) war durch die hohe Intensität der 
einzelnen Banden häufig nur schwer möglich. 
 
 
3.2.1. Einfluss von Zytokinen bzw. Mediatoren auf die MMP-Produktion boviner 
retinaler Endothelzellen 
In drei Experimenten wurde der Einfluss der beiden Zytokine TNF-α und TGF-β2 auf 
die Sekretion von MMPs durch bRE-Zellen untersucht. Die bRE-Zellen stammten 
dabei von drei Präparationen aus unterschiedlichen Rinder-Augen (n=3). Zwei 
Experimente (Exp.1 und Exp.2) wurden genutzt, um die aktiven Formen von MMP-2 
und MMP-9 genauer zu analysieren. Wiederum gelangte die Technik der 




Abbildung 15: Gelatine-Zymographie zur Analyse des Einflusses von Wachstumsfaktoren/ Zytokinen auf Pro duktion 
und Aktivität von MMPs im Kulturmedium von bRE-Zell en. Die bRE-Zellen wurden für 48 h in Gegenwart von  TNF-α (10 
ng/ml) oder TGF- β2 (10 ng/ml) kultiviert. Anschließend erfolgte eine  Analyse der Kulturüberstände mittels Zymographie 
(Exp. 2).  
 
Abbildung 15 zeigt das Zymogramm zu Exp.2. Wie hier dargestellt, konnten ähnlich 
wie bei den hRPE-Kulturen sowohl die inaktive Pro-Form von MMP-9, als auch 
aktives MMP-9 nachgewiesen werden, da sich sowohl im Molekulargewichtsbereich 




Abbildung 16: Gelatine-Zymographie zur Analyse des Einflusses von Wachstumsfaktoren/ Zytokinen auf Pro duktion 
und Aktivität von MMPs im Kulturmedium von bRE-Zell en. Die bRE-Zellen wurden für 48 h in Gegenwart von  TNF-α   
(10 ng/ml) oder TGF- β2 (10 ng/ml) kultiviert. Anschließend erfolgte eine  Analyse der Kulturüberstände mittels 
Zymographie. (Exp.1) 
 
Wie in Abbildung 16 (Zymogramm zu Exp.1) deutlicher zu sehen, zeigte sich für 
aktives MMP-9, welches auf der Höhe von 82 kDa nachgewiesen wurde, eine hohe 
Bandenintensität in Gegenwart von TGF-β2, was einen Trend zur Hochregulation 
durch TGF-β2 vermuten ließ. Hingegen zeigten die Medien der Kontrollkultur bzw. 
der mit TNF-α stimulierten RE-Zellen nur schwache Banden bei 82 kDa (siehe 
Abbildung 15 und 16). Somit war für TNF-α kein auffallender Unterschied bezüglich 
des Ausmaßes der Sekretion von MMP-9 verglichen mit derjenigen im Medium von 
Kontrollkulturen (Kulturüberstände von Zellen, die nicht mit einem Zytokin behandelt 
worden waren) zu erwarten. Die Messung der Bandenintensitäten nach Gelatine-





Abbildung 17: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Sekretion von MMP-9 in bRE- Zellen 
nach 48 h Kultur. 
 
Abbildung 18: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Änderung  der Sekretion 
von MMP-9 nach  Zugabe verschiedener Zytokine in 
bRE-Zellen im Vergleich zur Kontrollzellkultur 
(„Medium“). Die  bRE-Zellen wurden für 48 h in 
Gegenwart von TNF- α (10 ng/ml) oder TGF- β2 (10 
ng/ml) kultiviert (relative Werte). 
Zur Generierung dieser Abbildungen wurden die Daten  von zwei bRE-Zellkulturen, die nach Präparation de r Zellen aus 
unterschiedlichen Rinder-Augen angelegt wurden, ver wendet. Jedes der beiden Experimente wurde einmal m ittels 
Zymographie analysiert. 
 
Nach Einbeziehung der Zellzahl in den jeweiligen Kulturen (siehe „Material und 
Methoden“), zeigte sich eine Tendenz zur Hochregulation der Sekretion von MMP-9 
durch das Zytokin TGF-β2 (siehe Abbildung 18). 
 
Der Einfluss von TNF-α und TGF-β2 auf das Sekretionsverhalten von MMP-2 konnte 
durch Exp.1 untersucht werden. Abbildung 16 zeigt, dass im Bereich des 
Molekulargewichts von 65 kDa bei allen bRE-Zellkulturen starke Banden 
nachgewiesen werden konnten. Diese deuteten auf die Sekretion von MMP-2 (in der 
aktiven Form vorliegend) hin. Die Beurteilung bzw. die densitometrische Messung 
der inaktiven Form von MMP-2 (72 kDa) war aufgrund hoher Bandenintensitäten und 
somit ungenauer Abgrenzung zur aktiven Form von MMP-2 (65kDa) nur schwer 
möglich, allerdings konnte die aktive Form densitometrisch erfasst werden (siehe 





























































Abbildung 19: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Sekretion von MMP-2 in bRE-
Zellen nach 48 h Kultur. 
 
Abbildung 20:  Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Änderung der Sekretion von 
MMP-2 nach Zugabe verschiedener Zytokine in bRE-
Zellen im Vergleich zur Kontrollzellkultur („Medium “). 
Die bRE-Zellen wurden für 48 h in Gegenwart von TNF -α 
(10 ng/ml) oder TGF- β2 (10 ng/ml) kultiviert  (relative 
Werte). 
Zur Generierung dieser Abbildungen wurden die Daten  von Zellen einer bRE-Zellkultur verwendet, die ein mal mittels 
Zymographie analysiert wurde. 
 
In Gegenwart von TNF-α und TGF-β2 zeigte sich ein Trend zur Hochregulation auf 
das Sekretionsverhalten von MMP-2 (in der aktiven Form vorliegend). Dieser schien 
etwas stärker bei Exposition der bRE-Zellen gegenüber TGF-β2 ausgeprägt zu sein. 
(siehe Abbildung 20).  
 
 
Abbildung 21: Gelatine-Zymographie zur Analyse des Einflusses des Wachstumsfaktors TGF- β2 auf Produktion und 
Aktivität verschiedener MMPs im Kulturmedium von bR E-Zellen. Die bRE-Zellen wurden für 48 h in Gegenwa rt von 
TGF-β2 (10 ng/ml) kultiviert. Anschließend erfolgte eine  Analyse der Kulturüberstände mittels Zymographie. Das 
Experiment wurde einmal mit einer bRE-Zellkultur du rchgeführt. 
Um den vermuteten hochregulierenden Einfluss von TGF-β2 auf die Sekretion von 
MMPs zu bestätigen, wurde ein drittes Experiment durchgeführt. Dabei wurde das 



















































inaktiven Form von MMP-9 in den beiden zuvor durchgeführten Experimenten keine 
deutlichen bzw. keine Banden zeigten (siehe Abbildung 15).  
In der Abbildung 21 lässt sich für Zellkulturüberstände nach Inkubation der Zellen mit 
TGF-β2 im Vergleich zur Kontrolle vor allem im Molekulargewichtsbereich von        
82 kDa eine stärker hervortretende Bande darstellen. Dies entspricht einem Anstieg 
der aktiven Form von MMP-9 im Vergleich zur Mediumkontrolle. Im 
Molekulargewichtsbereich von 92 kDa, entsprechend dem latenten MMP-9, zeigt die 
Abbildung 21 sowohl im Medium der Kontrollkultur, als auch im Medium der 
gegenüber TGF-β2 exponierten Kultur eine jeweils nur schwache Bande. Eine 
densitometrische Messung war dennoch möglich. Die folgenden Berechnungen 
weisen auf eine hier gering ausgeprägte Hochregulation von Pro-MMP-9 durch   
TGF-β2 hin (siehe Abbildung 23). 
 
 
Abbildung 22: Graphische Darstellung  der mittels 
Zymographie ermittelten Sekretion von Pro-MMP-9 in 
bRE-Zellen nach 48 h Kultur. 
 
Abbildung 23: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Änderung der Sekretion von 
Pro-MMP-9 in bRE-Zellen nach Exposition gegenüber 
TGF-β2. Die bRE-Zellen wurden für 48 h in Gegenwart 
von TGF-β2 (10 ng/ml) kultiviert (relative Werte). 
Zur Generierung dieser Abbildungen wurden die Daten  von Zellen einer bRE-Zellkultur verwendet, die ein mal mittels 
Zymographie analysiert wurde. 
 
Vergleichend dazu wird der in diesem Experiment ermittelte Einfluss von TGF-β2 auf 






















































Abbildung 24: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Sekretion von MMP-9 in bRE-
Zellen nach 48 h Kultur. 
 
Abbildung 25: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Änderung der Sekretion von 
MMP-9 in bRE-Zellen nach  Exposition gegenüber TGF-
β2. Die bRE-Zellen wurden für 48 h in Gegenwart von 
TGF-β2 (10 ng/ml) kultiviert (relative Werte). 
Zur Generierung dieser Abbildungen wurden die Daten  von Zellen einer bRE-Zellkultur verwendet, die ein mal mittels 
Zymographie analysiert wurde. 
 
In Abbildung 24 und 25 ist der vermutete Anstieg der Sekretion von aktivem MMP-9 
im Vergleich zur Mediumkontrolle nach Exposition der bRE-Zellen gegenüber     
TGF-β2 dargestellt. Insgesamt tendieren diese Ergebnisse zu einer 




Abbildung 26: Gelatine-Zymographie zur Analyse des Einflusses von Angiogenese-relevanten Faktoren auf MMP-9-
Produktion und -Aktivität im Kulturmedium von bRE-Z ellen. Die bRE-Zellen wurden für 48 h in Gegenwart VEGF         
(50 ng/ml) oder PEDF (100 ng/ml) kultiviert. Anschl ießend erfolgte eine Analyse der Kulturüberstände m ittels 
Zymographie. Repräsentatives Experiment für 2 Zellk ulturen, die aus unterschiedlichen  Rinder-Augen st ammten.  
 
In zwei weiteren Experimenten wurde der Einfluss von VEGF und PEDF auf die 
Sekretion von MMPs in bRE-Zellen untersucht (siehe Abbildung 26 bis 29). Auch hier 

















































Wie die Abbildung 26 zeigt, traten die Banden in den Laufstrecken der mit VEGF und 
PEDF versetzten Zellkulturüberstände auf einer Höhe von 92 kDa, welche der 
inaktiven Form des MMP-9 entspricht, deutlicher in Erscheinung, was besonders im 
Falle der Kultur in Anwesenheit von VEGF eine Aufregulation der Sekretion von   
Pro-MMP-9 vermuten ließ. Aufgrund der hohen Bandenintensität war hier jedoch die 
densitometrische Messung erschwert und somit nur für die aktive Form von MMP-9 
möglich. 
Graphisch stellt sich der Einfluss von VEGF und PEDF auf die Sekretion von MMP-9 
durch bRE-Zellen folgenderweise dar: 
 
 
Abbildung 27: Graphische Darstellung  der mittels 
Zymographie ermittelten Sekretion von MMP-9 in bRE-
Zellen nach 48 h Kultur. 
 
Abbildung 28: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Änderung der Sekretion von 
MMP-9 in bRE-Zellen nach  Exposition gegenüber VEGF  
und PEDF. Die bRE-Zellen wurden für 48 h in Gegenwa rt 
VEGF (50 ng/ml) oder PEDF (100 ng/ml) kultiviert (r elative 
Werte). 
Zur Generierung dieser Abbildungen wurden die Daten  von Zellen einer bRE-Zellkultur verwendet, die ein mal mittels 
Zymographie analysiert wurde. 
 
Nach densitometrischer Messung konnte für das Zytokin VEGF eine Vervielfachung 
der Sekretion von MMP-9 um fast das Vierfache gezeigt werden, was eine 
Aufregulation der Sekretion von MMP-9 durch VEGF vermuten ließ. Für PEDF zeigte 
sich ein weniger deutlicher Einfluss auf die Sekretion von MMP-9 (siehe Abbildung 
27 und 28). 
Der Effekt von VEGF und PEDF auf die MMP-2-Sekretion durch bRE-Zellen wurde in 























































Abbildung 29: Gelatine-Zymographie zur Analyse des Einflusses von Angiogenese-relevanten Faktoren auf MMP-2- 
Produktion und -Aktivität im Kulturmedium von bRE-Z ellen. Die bRE-Zellen wurden für 48 h in Gegenwart von VEGF 
(50 ng/ml) oder PEDF (100 ng/ml) kultiviert. Anschl ießend erfolgte eine Analyse der Kulturüberstände m ittels 
Zymographie. Repräsentatives Experiment für 2 Zellk ulturen, die aus unterschiedlichen  Rinder-Augen st ammten. 
 
Die densitometrische Messung zeigte den Trend zu einem hochregulierenden 
Einfluss beider Zytokine auf die Sekretion von Pro-MMP-2 und MMP-2 (siehe 
Abbildung 29 bis 31). Auf Höhe der aktiven Form von MMP-2, bei einem 
Molekulargewicht von 62 kDa, erschienen starke aber unscharf begrenzte Banden, 
welche nach Ausmessung und Berechnung einen positiven Effekt für die Sekretion 
der aktiven MMP-2-Form im Sinne einer Hochregulation ergaben.  
 
Graphisch stellt sich der Effekt auf MMP-2 folgendermaßen dar: 
 
 
Abbildung 30: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Sekretion von MMP-2 in bRE-
Zellen nach 48 h Kultur. 
Abbildung 31: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Änderung der Sekretion von 
MMP-2 in bRE-Zellen nach Exposition gegenüber 
VEGF und PEDF. Die bRE-Zellen wurden für 48 h in 
Gegenwart VEGF (50 ng/ml) oder PEDF (100 ng/ml) 
kultiviert (relative Werte). 
Zur Generierung dieser Abbildungen wurden die Daten  von Zellen einer bRE-Zellkultur verwendet, die ein mal mittels 























































Die graphische Darstellung zeigt die Tendenz zur Hochregulation der Sekretion von 
MMP-2 durch VEGF und PEDF. Wie in Abbildung 29 dargestellt, waren auf einer 
Höhe von 72 kDa, welches der Sekretion vom latenten, inaktiven MMP-2 entsprach, 
jeweils gut abgrenzbare Banden sichtbar, wobei die Bande der mit PEDF stimulierten 
Zellkulturüberstände, stärker in Erscheinung trat, als die übrigen.  
 
Weiterhin erfolgte die Untersuchung des Einflusses von VEGF und PEDF auf die 
Pro-MMP-2-Sekretion durch bRE-Zellen (siehe Abbildung 29, Abbildung 32 und 33). 
 
 
Abbildung 32: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Sekretion von Pro-MMP-2 in bRE-
Zellen nach 48 h Kultur. 
 
Abbildung 33: Graphische Darstellung der mittels 
Zymographie ermittelten Änderung der Sekretion von Pro-
MMP-2 in bRE-Zellen nach Exposition gegenüber VEGF 
und PEDF. Die bRE-Zellen wurden für 48 h in Gegenwa rt 
VEGF (50 ng/ml) oder PEDF (100 ng/ml) kultiviert (r elative 
Werte). 
Zur Generierung dieser Abbildungen wurden die Daten  von Zellen einer bRE-Zellkultur verwendet, die ein mal mittels 
Zymographie analysiert wurde. 
 
Die Abbildungen 32 und 33 zeigen die Quantifizierung oben genannter Ergebnisse.  
Hierbei lässt sich die Tendenz zu einem hochregulierenden Einfluss von VEGF und 




























































Die Initiation und Regulation morphogenetischer Änderungen der Differenzierung von 
Zellen im Gewebe aber auch von Überleben, Apoptose oder Migration von Zellen 
bedürfen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen. Veränderungen in der 
Zusammensetzung und Beschaffenheit der ECM sowie der Abbau von 
Zelloberflächenproteinen durch Proteolyse können schnell und irreversibel eine 
Reaktion in der Zelle hervorrufen. Die Umwandlung der ECM stellt einen 
wesentlichen Schritt in zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen 
dar. Bei pathologischen Prozessen, wie der Invasion und Metastasierung 
neoplastischer Zellen, verläuft die Degradierung der ECM und der Basallamina 
unreguliert und zerstörerisch.  
Mit Hilfe proteolytischer Enzyme können invasiv wachsende Tumorzellen die für 
Zellen normalerweise impermeable Basallamina und das interstitielle Stroma 
durchbrechen. Im Wesentlichen sind MMPs, Plasmin und der Urokinase-Typ-
Plasminogen-Aktivator an physiologischen und pathologischen Prozessen von 
Gewebeumwandlungen beteiligt (Fieber 2000).  
Die Beteiligung der Familie der MMPs an der Pathogenese okulärer Erkrankungen 
wurde im Jahre 1968 durch Slansky und Mitarbeiter im Zusammenhang mit 
Wundheilungsvorgängen in der Cornea zum ersten Mal beschrieben. Später richtete 
sich das Augenmerk der Untersuchungen auf das vordere Augensegment, 
insbesondere aber auch auf die Retina. MMPs sind sowohl unter physiologischen als 
auch unter pathologischen Bedingungen in nahezu allen Geweben des Auges 
gefunden worden. Im humanen Glaskörper sowie in der IPM konnten die MMPs -1,    
-2, -3, und -9 sowie die TIMPs 1-3 nachgewiesen werden. Brown und Mitarbeiter 
fanden dabei MMP-2 gebunden in einem Komplex mit TIMP-2 in humanen 
Glaskörperzellen (Parson et al. 1997). Sivak und Mitarbeiter berichteten 2000 über 
die Expression von MMP-9 in retinalen Ganglienzellen. Ebenso konnte MMP-2 
gebunden an das αvβ3-Integrin an der Oberfläche invasiver Endothelzellen 
nachgewiesen werden (Sivak und Fini 2002). Eine verstärkte MMP-Expression wird 
vor allem mit okulären Erkrankungen wie der AMD, der PDR, der PVR sowie einer 
Zerstörung des Sehnervs in Folge des Glaukoms in Verbindung gebracht. Dabei ist 
die Quelle der beteiligten MMPs noch weitestgehend ungeklärt (Sivak und Fini 2002). 
Neben zahlreichen Wachstumsfaktoren können auch einzelne Komponenten der 
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ECM, wie Laminin, Fibronektin oder Kollagen, die Expression von MMP-2 und    
MMP-9 induzieren (Fieber 2000). Die Pathologien, mit denen eine Beteiligung von 
MMPs assoziiert ist, basieren vorwiegend auf Matrixdegradation, Zellproliferation, 
Neovaskularisierung und Inflammation (Sivak und Fini 2002). 
Neben ihrer traditionellen ECM-degradierenden Rolle stehen zahlreiche andere 
Funktionen für MMPs zur Diskussion. So sind die verschiedenen MMPs in der Lage, 
Zelladhäsionsmoleküle, wie E-Cadherin, L-Selectin oder Galectin-3 zu spalten.  
MMP-3 ist zur Aktivierung des Zytokins TNF-α bzw. MMP-9 zur Aktivierung von  
TGF-β befähigt, was wiederum zu Veränderungen der Zellfunktion führen kann. Die 
Beteiligung an der Produktion von Inhibitoren der Angiogenese lässt vermuten, dass 
MMPs die Angiogenese nicht nur aktivieren, sondern auch hemmen können (Sivak 
und Fini 2002). Am Beispiel von MMP-3 konnte gezeigt werden, dass diese Protease 
neben der Aktivierung von MMP-1, -9 und MMP-13 auch zur Abspaltung von 
Angiostatin aus Plasminogen befähigt ist und somit eine wichtige Rolle in der 
Hemmung der Angiogenese spielt (Kerrigan et al. 2000, Kauder 2007). 
Die Proenzyme der MMPs werden zum Teil über das Plasminogen-Aktivator (PA)-
System aktiviert. Während der Zerstörung bzw. dem Remodelling der Basalmembran 
und der ECM kann ein Anstieg der aktiven Formen der MMPs beobachtet werden. 
Plasminogen wird in Geweben durch den Urokinase-Typ-Plasminogenaktivator (uPA) 
gebildet, um Plasmin zu produzieren. Dieses ist in der Lage, inaktive Proformen von 
MMPs zu spalten und bewirkt somit einen Anstieg der aktivierten Formen, was 
wiederum von den TIMPs reguliert wird (Barnett et al. 2007).  
 
Aufgrund ihrer Beteiligung an der Pathogenese okulärer Erkrankungen waren die 
MMPs Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen. Vor allem die Zytokin-
vermittelte Regulation verschiedener MMPs durch hRPE- und bRE-Zellen war von 
großem Interesse.  
Dabei wurden die Vertreter MMP-2 und MMP-9 genauer beleuchtet. In unseren 
Studien konnte die Existenz von MMP-2 und MMP-9 in Kulturüberständen von   
RPE-Zellen nachgewiesen werden. Mittels Zymographie wurden sowohl die aktiven 
Enzyme, als auch die Proformen von MMP-2 und MMP-9 demonstriert. Den 
Proteasen MMP-2 und MMP-9 kommt aufgrund ihrer Reaktivität gegenüber   
Kollagen Typ IV als Hauptbestandteil von Basalmembranen (z.B. der 
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Basalmembranen des RPE oder der Choriokapillaris; Chen et al. 2003) eine 
besondere Bedeutung zu. 
 
Es ist bekannt, dass in gesunden Geweben MMP-2 und MMP-9 nur geringfügig 
exprimiert werden (Fieber 2000). Unter Bedingungen, die mit einer 
Gewebeumwandlung und einer Zellmigration einhergehen, wird ihre Synthese 
allerdings drastisch erhöht. Dabei spielen Wachstumsfaktoren eine entscheidende 
Rolle (Fieber 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der 
Zytokine/Faktoren TNF-α, TGF-β2, VEGF und PEDF auf Expression und Sekretion 
der oben genannten MMPs untersucht. Die vorliegenden Ergebnisse bestätigen 
diese Beobachtungen in dem Sinne, dass sowohl bei Untersuchung von hRPE-
Zellen als auch von bRE-Zellen eine Tendenz zu einer verstärkten Sekretion von 
MMP-2 und MMP-9 nach Exposition gegenüber TNF-α gezeigt werden konnte. 
Zudem ließ sich bei den Versuchen mit bRE-Zellen ebenfalls eine aufregulierende 
Tendenz der Sekretion der untersuchten MMPs unter dem Einfluss von TGF-β2, 
VEGF und PEDF beobachten.  
Bestätigend zu unseren Ergebnissen wurde auch in anderen Studien mit hRPE-
Zellen der stimulierende Einfluss bestimmter Zytokine beobachtet. TGF-β2, IL-1β und 
TNF-α bewirkten eine verbesserte Sekretion von MMP-1,-2 und MMP-3. MMP-1, 
MMP-3 und TIMP-1 wurden auch auf mRNA-Ebene durch TNF-α und TGF-β2 
merklich aufreguliert. Zelloberflächengebundenes MT2-MMP wurde nach Stimulation 
mit TGF-β2 zur Expression und Freisetzung von TIMP-1 veranlasst (Eichler et al. 
2002, Okuno et al. 2002). Außerdem konnte eine dosisabhängige Beeinflussung der 
MMP-Sekretion durch proinflammatorische Zytokine in choroidalen Endothelzellen 
(CECs) nachwiesen werden (Kauder 2007).  
 
Nachfolgend werden Einflüsse der in der vorliegenden Arbeit untersuchten MMPs 
sowie deren Beteiligung an okulären Pathologien in den Kontext von MMP-
regulierenden Zytokinen/ Mediatoren (TGF-β, TNF-α, VEGF, PEDF) gestellt und 
diskutiert. 
Für TGF-β ist bekannt, dass das Zytokin die Wachstumsfaktoren PDGF und VEGF 
induzieren und auf diese Weise die Angiogenese stimulieren kann. Ebenso wirkt es 
anregend auf die extrazelluläre Matrixsynthese durch Fibroblasten. Auf 
Endothelzellen zeigt es durch Interaktionen mit der Basalmembran eine 
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antiproliferative Wirkung. TGF-β vermittelt eine dosisabhängige Wirkung auf die 
MMP-2-Epression. Es konnte beobachtet werden, dass TGF-β in bovinen CECs und, 
in etwas schwächerem Maße auch in hRPE-Zellen, zu einer ausgeprägten 
Expressionssteigerung von MMP-2 führt (Kauder 2007). Auch in unseren Versuchen 
mit bRE-Zellen tendierte die Stimulation mit TGF-β2 zu einer Expressionssteigerung 
von sowohl MMP-2 als auch MMP-9.  
TNF-α ist ein inflammatorisch wirkendes Zytokin, das eine Hochregulierung der 
Expression von VEGF in RPE-Zellen induzieren kann (Hoffmann et al. 2006). TNF-α 
ist für die Aufregulation von MMP-9 in einer Vielzahl von Zelltypen wie 
mikrovaskulären Endothelzellen, Hepatozyten, verschiedenen Formen von 
Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen und Osteoblasten-ähnlichen Zellen 
verantwortlich. Durch Hoffmann et al. (2006) konnte die Aufregulation von latentem 
MMP-9 durch TNF-α für RPE-Zellen bestätigt werden. In unseren Untersuchungen 
mit hRPE-Zellen ergab sich ebenfalls eine Tendenz zu einem hochregulierenden 
Effekt von TNF-α auf die Pro-MMP-9-Sekretion. TNF-α wird in einigen Makrophagen 
unter den Bedingungen einer CNV exprimiert. TNF-α kooperiert ebenfalls mit den 
angiogenen Faktoren bFGF und VEGF. TNF-α induziert in humanen mikrovaskulären 
Endothelzellen deren Invasion in die dreidimensionale Fibrinmatrix und Formung von 
Kapillar-ähnlichen tubulären Strukturen. Es wird angenommen, dass partiell aktivierte 
Monozyten, die durch hohe TNF-α-Expression charakterisiert sind, einen Biomarker 
zur Identifizierung von Patienten darstellen, die ein hohes Risiko haben, CNV-
Formationen zu entwickeln (Hoffmann et al. 2006). Eine ähnliche Studie von 
Alexander und Mitarbeitern (1998) zeigt die Aufregulation von latentem MMP-9 durch 
Phorbolester in hRPE-Zellen. Überraschenderweise wurde durch Eichler und 
Mitarbeiter (2002) keine Aufregulation von latentem MMP-9 in hRPE-Zellen nach der 
Exposition mit TNF-α beobachtet. Die unterschiedlichen Antworten der hRPE-Zellen 
auf TNF-α zwischen diesen Studien, könnte aus den Unterschieden der individuellen 
humanen RPE-Primärkulturen, Kulturkonfluenz oder experimentellen Konditionen 
resultieren (Hoffmann et al. 2006). 
In der Pathogenese der PVR wurde TNF-α als vorherrschendes Zytokin in der Matrix 
epiretinaler Membranen nachgewiesen (Limb et al. 1994). Die PVR ist eine 
Erkrankung von Glaskörper und Retina unter Beteiligung von MMPs, die nach 
rhegmatogener Amotio, perforierenden Traumen oder netzhautchirurgischen 
Eingriffen entstehen kann. In Folge überschießender regenerativer zellulärer Aktivität 
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kommt es zum Zusammenbruch vitreoretinaler Grenzstrukturen mit Ausbildung 
vitreoretinaler fibrozellulärer Traktionsmembranen (Webster et al. 1999, Wiedemann 
und Heimann 1991, Burk und Burk 2005). Diese PVR-Membranen sind aus RPE-
Zellen, Gliazellen, Astrozyten, Fibroblasten, Makrophagen und Lymphozyten 
zusammengesetzt, die in ein Gerüst von ECM-Proteinen aus Kollagen, Fibronektin 
und Laminin eingebettet sind (Webster et al. 1999). Man vermutet, dass viele der 
MMPs und TIMPs, die in die PVR involviert sind, von den Zellen produziert werden, 
die die epiretinalen Membranen bilden. Dies würde besonders für RPE-Zellen gelten, 
da sie einen großen Teil der Zellen in den epiretinalen Membranen ausmachen. 
Daher liegt die Vermutung nahe, dass gerade diese Zellen die Expression und 
Sekretion von MMPs während der Pathogenese der PVR verantworten, wobei deren 
Produktion durch den Einfluss von Wachstumsfaktoren verstärkt wird (Murphy et al. 
1985). Dabei gibt es mehrere Vorschläge zu Wirkmechanismen von MMPs und 
TIMPs, um die Bildung von epiretinalen Membranen zu kontrollieren. Ein Beispiel 
stellt die Migration von RPE-Zellen, Gliazellen und Fibroblasten in den Glaskörper 
dar. Diese wandern zur inneren und äußeren Netzhautoberfläche, proliferieren dort 
und können sich so über die posteriore Oberfläche des Glaskörpers ausdehnen, was 
wiederum die Proteolyse von Glaskörperkollagen durch MMPs ermöglicht. Als 
Antwort darauf bilden sich an der Netzhautoberfläche Membranen aus, die sich 
kontrahieren und zu den oben genannten Veränderungen führen können (Webster et 
al. 1999, Burk und Burk 2005). Es wird vermutet, dass durch die Matrix-abbauende 
Wirkung der MMPs die Migration der RPE-Zellen, der Gliazellen und der 
Fibroblasten-ähnlichen Zellen erleichtert wird und somit zur Bildung der epiretinalen 
Membranen beiträgt (Vinores et al. 1990). Das bedeutet, dass eine Migration von 
Zellen und Neubildungen von Membranen eine vorherige Degradation der ECM 
voraussetzt (Gilbert et al. 1988). Die aktivierten Zellen produzieren während der 
Migration neue ECM-Proteine. Unter physiologischen Bedingungen werden diese 
selektiv durch MMPs degradiert; diese können jedoch wiederum von TIMPs inhibiert 
werden. Ein Ausbleiben der TIMP-vermittelten Regulation der MMP-Aktivierung führt 
zur exzessiven Matrixzerstörung und retinalen Membranbildung (Webster et al. 
1999). 
Die PVR wird auch als eine periretinale Entzündungsreaktion verstanden und kann 
als maladaptiver intraokulärer Wundheilungsprozess gedeutet werden (Burk und 
Burk 2005). Die Exsudation von Plasma und Thrombozyten als wesentliches 
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pathogenetisches Ereignis bei der PVR wird durch eine Umgehung der 
physiologischen Blut-Retina-Schranke und Blut-Glaskörper-Schranke ermöglicht 
(Wiedemann und Heimann 1991). Die Art der Beteiligung von MMPs und TIMPs an 
der Narbenbildung während der Entwicklung einer PVR ist dennoch weitestgehend 
ungeklärt. Webster und Mitarbeiter konnten bereits 1998 in ihren Ergebnissen   
MMP-1 in unbehandelten Retinae immunhistochemisch darstellen, während Plantner 
und Mitarbeitern etwa zeitgleich mit Hilfe von Western-Blotting MMP-2, MMP-3, 
MMP-9 und TIMP-1 in unbehandelten Retinae nachweisen konnten. Im Gegensatz 
dazu ließen sich MMP-1 und MMP-2 durch Webster und Mitarbeiter (1999) in den 
meisten PVR-Membranen intensiv anfärben. In früheren Studien wurde ebenfalls die 
MMP-2-Expression in epiretinalen Membranen bei Netzhautablösung und in 
Glaskörpern von Augen mit PVR beschrieben. Obwohl bekannt ist, dass MMP-3, 
MMP-9 und TIMP-1 ebenfalls in solchen Membranen vorkommen können, wurden 
sie nicht in einer so hohen Frequenz beobachtet wie MMP-1 und MMP-2. Die 
Präsenz von MMP-2, MMP-3 und TIMP-1 in epiretinalen und subretinalen 
Membranen, nicht aber in unbehandelten Retinae, lässt vermuten, dass die 
Freisetzung dieser MMPs und von TIMP-1 Ergebnis der inflammatorischen 
Reaktionen und des Heilungsprozesses während der Netzhautablösung darstellen 
könnten (Webster et al. 1999). Da die Pathogenese der PVR mit einer chronischen 
Entzündungsreaktion assoziiert ist, wäre eine mögliche Erklärung für die verminderte 
Expression von MMP-9 innerhalb retinaler PVR-Membranen, im Vergleich zur 
ausgedehnten Verbreitung von MMP-2, die Tatsache, dass im Falle einer Verletzung 
MMP-9 innerhalb weniger Stunden exprimiert wird, MMP-2 aber erst einige Tage 
nach der Verletzung. In der Studie von Webster und Mitarbeitern (1999) fiel die 
Anfärbung von MMP-2 in epiretinalen Membranen deutlicher aus als die in 
subretinalen Membranen, was die Vermutung bestätigen würde, dass diese Enzyme 
vorzugsweise durch Zellen gebildet werden, die durch die Blut-Retina-Schranke in 
den vitreo-retinalen Raum migrieren. Webster und Mitarbeiter (1999) konnten TIMP-1 
und TIMP-2 sowohl in epiretinalen als auch in subretinalen PVR-Membranen 
nachweisen (Webster et al. 1999). Es wird daher angenommen, dass selektive 
MMPs und TIMPs bei der Kontrolle über die Bildung retinaler Membranen in PVR 
eine wichtige Rolle spielen. Eine Imbalance zwischen ihnen innerhalb der abgelösten 
Retina führt zur Bildung dieser retinalen Membranformationen. Die genauere 
Kenntnis der Kontrollmechanismen der lokalen Produktion und Aktivität dieser 
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proteolytischen Enzyme sowie deren Inhibitoren würde zu einem besseren 
Verständnis beitragen bzw. Ansätze zur Therapie in der Prävention von PVR 
erkennen lassen (Webster et al. 1999). 
TNF-α induziert in RPE-Zellen und Makrophagen die Produktion von MMP-1,    
MMP-3, MMP-9 und TIMP-1. Daran sind ebenso andere Zytokine und 
Wachstumsfaktoren, sowie IL-1β beteiligt. Diese Zytokine fördern ebenfalls die MMP-
Produktion im Kammerwasser. Somit ist denkbar, dass TNF-α für die Freisetzung 
von MMPs und TIMPs innerhalb der abgelösten epiretinalen Membranen 
verantwortlich ist. In vitro können MMPs Zellmembran-assoziiertes TNF-α selektiv 
abspalten. Daher wird vermutet, dass die Ablagerung von TNF-α innerhalb 
epiretinaler Membranen durch die lokale Produktion von MMPs durch aktivierte 
Zellen beeinflusst wird. Die Kombination dieser Prozesse führt zur Aufrechterhaltung 
von Ereignissen, die in chronischen Entzündungsvorgängen und in einer PVR 
resultieren (Webster et al. 1999). TNF-α bewirkt die Freisetzung der wirksamen Form 
der Gelatinase-A aus dem inaktiven Zymogen und fördert somit die Aktivierung von 
Pro-MMP-2. In den von Kauder (2007) durchgeführten Experimenten bewirkte der 
Einfluss von TNF-α eine leicht gesteigerte mRNA-Expression von MMP-2 durch 
bovine CECs. Die untersuchten RPE-Zellen reagierten auf Stimulation durch TNF-α 
mit einer stärkeren Aufregulation der MMP-2-Expression. Ebenso wurde die 
Expressionsrate von MMP-12 auf ein Vielfaches erhöht (Kauder 2007). Auch in 
unseren Versuchen mit hRPE-Zellen ließ sich nach Exposition der Zellen gegenüber 
TNF-α eine Aufregulation der Produktion von MMP-2 vermuten.  
 
Ein natürlicher MMP-Inhibitor, der von den meisten Zellen und Geweben produziert 
und sezerniert werden kann, ist TIMP-2 (Liotta und Stetler-Stevenson 1990). Um die 
Veränderung der MMP-Aktivität als einen ausschlaggebenden Faktor für die 
Migration von RPE-Zellen beurteilen zu können, wurde in RPE-Zellkulturen neben 
dem Nachweis der charakteristischen Expression mehrerer MMPs auch TIMP-2 
näher untersucht. In den vorliegenden Ergebnissen konnte durch die Zugabe von 
TNF-α zu hRPE-Zellkulturen tendenziell eine Erhöhung der TIMP-2-Aktivität gezeigt 
werden. Obgleich TIMP-2 einen spezifischen Inhibitor für MMP-2 darstellt, lässt sich 
indirekt ein stimulierender Einfluss von TNF-α auf die Verfügbarkeit von MMP-2 
vermuten: TIMP-2 formt Komplexe mit MMP-2, um dieses Molekül zu stabilisieren. 
Hingegen wird TIMP-1 am aktiven Zentrum von MMP-2 gebunden, was wichtig für 
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dessen totale Inhibition ist (Webster et al. 1999). Für TIMP-1 ist bekannt, dass es 
durch RPE-Zellen produziert und sezerniert werden kann (Yamaguchi et al. 2001). 
Als ebenfalls spezifischer Inhibitor für MMPs hemmt es die proteolytische Aktivität 
von aktiven MMP-1 und MMP-3 (Webster et al.1999). TGF-β übt einen 
stimulierenden Einfluss auf die Sekretion von TIMP-1 aus (Edwards et al. 1987).  
 
VEGF ist ein wichtiger Stimulator des Überlebens, der Proliferation und der Migration 
von Endothelzellen. Dieses Zytokin ist somit bei der Bildung neuer Blutgefäße, vor 
allem bei der retinalen und choroidalen Neovaskularisation, der rheumatoiden 
Arthritis, Psoriasis aber auch bei der Entstehung von Tumoren (Campochiaro 2006) 
von großer Bedeutung. Als endothelialer Überlebensfaktor ist VEGF weiterhin an der 
Erhaltung der bestehenden Gefäße beteiligt. Es wird von den Zellen in der 
Nachbarschaft ausgeschüttet und wirkt vorwiegend parakrin auf die Endothelzellen 
(Radtke 2004). Gerade im Zusammenhang mit der VEGF-Produktion spielt die 
Angiogenese eine dominierende Rolle in der Pathogenese und Progression 
verschiedenster okulärer Erkrankungen. Unter physiologischen Bedingungen 
unterliegt die Angiogenese-Kaskade strengen Kontrollmechanismen durch die 
Regulation von angiogenen Wachstumsfaktoren wie VEGF und bFGF oder von 
Angiogenese-Inhibitoren wie PEDF. Bei unkontrollierter Regulation mit 
Überexpression des VEGF-Proteins, wird z.B. durch Auftreten einer Hypoxie eine 
exzessive und insuffiziente Gefäßneubildung stimuliert. Als Konsequenz resultiert 
eine Ischämie mit Zerstörung intakter Gewebeverbände verschiedenster 
Gewebetypen (Berndt 2011). VEGF ist nachweislich an der Pathogenese sowohl der 
proliferativen als auch der nichtproliferativen Form der diabetischen Retinopathie 
beteiligt, indem es die Gefäßpermeabilität im diabetischen Auge erhöht. In der 
diabetischen Retina induziert VEGF die Expression der endothelialen NO-Synthase 
(eNOS), was wiederum Auswirkungen auf den Blutfluss zeigt.  
Die diabetische Retinopathie ist die führende Ursache der Erblindung im werkfähigen 
Alter in den westlichen Industrieländern (Joussen et al. 2003). Als Antwort auf 
chronische Hyperglykämie entwickelt sich eine Sequenz aus pathobiochemischen, 
morphologischen und hämodynamischen Veränderungen, die letztlich die Interaktion 
von Wachstumsfaktoren beeinflussen und somit zum klinischen Bild der diabetischen 
Makulopathie und Retinopathie führen. Hämodynamisch kommt es zu einer 
pathologisch gesteigerten Gefäßpermeabilität sowie zu einer zunehmend retinalen 
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Hypoxie. In Folge zusätzlich auftretender Kapillarokklusion entstehen ischämisch-
proliferative Reaktionen des retinalen Gewebes bzw. retinaler Gefäße, die durch eine 
irreversible Entgleisung des Gleichgewichts aus Proliferations-fördernden und           
-hemmenden Wachstumsfaktoren gekennzeichnet sind. Es kommt zur PDR mit 
Gefäßneubildungen in der Retina. Als Folge dieser Veränderungen können 
Glaskörperblutungen und traktionsbedingte Netzhautablösung entstehen, die bis hin 
zu Neovaskularisationen der Iris mit Entwicklung eines Sekundärglaukoms und damit 
zur fortgeschrittenen diabetischen Augenerkrankung führen können (Lemmen und 
Bornfeld 2008).  
Bei der diabetischen Retinopathie und dem Krankheitsbild des diffusen diabetischen 
Makulaödems gibt es derzeit mehrere therapeutische Optionen. Diese reichen von 
der Laserbehandlung, dem derzeitigen Goldstandard, über die intravitreale Injektion 
von Glukokortikoiden und VEGF-Inhibitoren bis zur Entfernung des Glaskörpers 
(Pars-plana-Vitrektomie). Die Anwendung von intravitreal verabreichten 
Glukokortikoiden erscheint vielversprechend. Glukokortikoide wirken antientzündlich, 
in dem sie die Transkription proinflammatorischer Proteine hemmen (Kumar et al. 
2012). Erfahrungen mit intravitrealer Injektion des Glukokortikoids 
Triamcinolonacetonid oder von Anti-VEGF-Pharmaka (Pegaptanib, Ranibizumab, 
Bevacizumab) zeigten in verschiedenen Studien Evidenz-basiert zumindest eine 
vorübergehende anatomische und zum Teil auch funktionelle Besserung wie die 
Verbesserung der Sehschärfe. Allerdings traten auch unerwünschte Wirkungen wie 
Kataraktbildung und Erhöhung des Augeninnendrucks auf, so dass weitere Studien 
nötig sind (Lemmen 2008, Kumar et al. 2012). 
Zu Vorkommen und Wirken von MMPs und TIMPs im diabetischen Auge gibt es 
zahlreiche Studien. In von mit PDR betroffenen untersuchten Glaskörpern und 
Retinae konnte eine Zunahme der MMP-2- und MMP-9-Aktivität beobachtet werden. 
Für MMP-2 wurde gezeigt, dass es über ein αvβ3-Integrin an die Oberfläche 
vaskulärer Endothelzellen binden kann. Die ursächlichen Faktoren, die zur 
gesteigerten MMP-Produktion/-Aktivität während der PDR führen, sind ebenso 
unbekannt, wie die zelluläre Herkunft der MMPs. Es wird vermutet, dass durch 
chronische Hyperglykämie glykierte Matrixeiweiße gebildet werden und dass eine 
Exposition gegenüber reaktiven Sauerstoffradikalen (oxidativer Stress) die 
Expression von MMPs induziert. Dabei wird auch ein Einfluss der Zytokine IL-1β und  
TNF-α diskutiert.  
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Die Regulation der MMP-Aktivität stellt möglicherweise einen gemeinsamen Pfad in 
der Entwicklung proliferativer retinaler Erkrankungen dar und ist somit ein attraktives 
therapeutisches Ziel. Es ist auch möglich, dass die MMP-Expression ein möglicher 
Indikator für frühe Entwicklungsstufen in der diabetischen Retinopathie ist (Sivak und 
Fini 2002). In einem Mausmodell wurden drei MMP-Inhibitoren (RO-31-9790, Ag3340 
und DPC-A37668) eingesetzt, um den Einfluss von MMP-2 und MMP-9 bei retinalen 
Neovaskularisierungsvorgängen näher untersuchen zu können. Dabei gelang es, 
unter zusätzlicher Sauerstoffzufuhr den Einfluss von MMP-2 auf die retinale 
Angiogenese bzw. Sauerstoff-bedingte Retinopathie nachzuweisen. Die spezifische 
Hemmung von MMP-2 könnte somit ein brauchbarer therapeutischer Ansatz in der 
Behandlung der okulären Erkrankungen sein, die durch retinale Neovaskularisierung 
gekennzeichnet sind (Barnett et al. 2007). 
Es konnte gezeigt werden, dass VEGF bei Patienten mit einer diabetesbedingten 
Störung der Blut-Retina-Schranke und Neovaskularisationen unter dem Einfluss von 
Heparin-binding Epidermal Growth Factor (HB-EGF) vermehrt durch RPE-Zellen 
exprimiert wurde (Hollborn et al. 2006). Hoffmann et al. konnten 2006 zeigen, dass 
VEGF die Expression von MMP-2 und MMP-9 durch RPE-Zellen moduliert. In 
vorrausgegangenen Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass VEGF die 
Degradierung der ECM fördert (Hoffmann et al. 2006). 
Die durch unsere Versuche nahe gelegte Änderung der gelatinolytischen Aktivität 
von MMP-2 und MMP-9 nach Stimulation von bRE-Zellen mit VEGF kann vorsichtig 
als Zunahme der MMP-Sekretion durch diese Endothelzellen interpretiert werden. Da 
die Anzahl der diesbezüglichen Experimente in unserer Arbeit zu gering war, müssen 
allerdings weitere Versuche folgen, um eine mögliche Zunahme statistisch 
abzusichern. 
In weiterführenden Studien konnte auch durch andere Autoren gezeigt werden, dass 
kultivierte RPE-Zellen mRNA sowohl MMP-2 als auch MMP-9 exprimieren können. 
Nach Hypoxie wurde eine erhöhte Genexpression für beide MMPs nachgewiesen. 
Nach Stimulation durch VEGF konnte sowohl die Genexpression als auch die 
Proteinsekretion von MMP-9 gesteigert werden. Exogenes MMP-9 erhöhte die 
Genexpression von VEGF, während für exogen zugeführtes MMP-2 eine 
Verminderung der VEGF Sekretion nachgewiesen wurde. Das weist darauf hin, dass 
MMP-2 sowohl unter normalen als auch hypoxischen Bedingungen die             
VEGF-Expression inhibieren kann und MMP-9 unter hypoxischen Bedingungen eine 
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dosisabhängige Stimulation der Expression von VEGF in RPE-Zellen bewirkt 
(Hollborn et al. 2006). 
 
PEDF ist ein ubiquitär exprimiertes Protein, dessen Funktion in den einzelnen 
Geweben bisher noch nicht vollständig geklärt werden konnte. Aus RPE-Zellen 
konnte es zunächst als ein neurotropher Faktor isoliert werden (Henahan 1999, 
Amano et al. 2005, Kutz 2009). PEDF ist ein 50-kDa-Glykoprotein aus der Familie 
der Serin-Proteasen-Inhibitoren, weist allerdings keine Protease-hemmenden 
Eigenschaften auf. Über die Bindung an einen PEDF-Rezeptor zeigte es eine 
neuroprotektive Wirkung unter anderem auf Körnerzellen des Kleinhirns oder 
Neurone des Hippocampus. Bei Untersuchungen an Patienten mit metabolischem 
Syndrom und Diabetes mellitus Typ 2 konnte eine erhöhte Konzentration von PEDF 
nachgewiesen werden. Die vermehrte Ausschüttung von PEDF führt zur 
Insulinresistenz. Die dadurch verminderte Insulinempfindlichkeit, besonders an 
Muskel und Lebergewebe, bewirkt, um den Wirkungsverlust auszugleichen, eine 
vermehrte Insulinproduktion der Pankreaszellen. In Studien an fettleibigen Mäusen 
wurde durch die Injektion von Antikörpern gegen PEDF eine Zunahme der 
Insulinempfindlichkeit beobachtet. Daraus lässt sich vermuten, dass sich durch 
Hemmung der PEDF-Ausschüttung die Entwicklung der Insulinresistenz und die aus 
ihr entstehenden Krankheiten verhindern lassen könnten (Henahan 1999, Amano et 
al. 2005, Crowe et al. 2009, Kutz 2009). In Studien anderer Autoren wurde PEDF als 
ein Substrat für MMP-2 und MMP-9 nachgewiesen. Interessanterweise führten 
hypoxische Bedingungen sowie der Einfluss von VEGF zum Abbau von PEDF durch 
Proteolyse (Notari et al. 2005). Neben seiner neurotroph-neuroprotektiven und 
diabetogenen Wirkung gilt PEDF als eines der potentesten endogenen Inhibitoren 
der Angiogenese und negativer Regulator des Gefäßwachstums, indem es die 
Ausbildung neuer Gefäßstrukturen hemmt und somit Wachstum und Einsprossung 
neuer Blutgefäße in die Cornea und den Glaskörper verhindert (Henahan 1999, 
Amano et al. 2005, Kutz 2009). Die Expression von PEDF durch RPE-Zellen hängt 
vom Sauerstoffgehalt des Gewebes ab. Eine verminderte PEDF-Expression trägt zur 
unkontrollierten pathologischen Angiogenese bei, wie sie für diabetische 
Retinopathie und AMD typisch ist. Angesichts der hohen antiangiogenen 
Wirksamkeit könnte PEDF zur Behandlung dieser neovaskulären Erkrankungen 
therapeutisch eingesetzt werden (Henahan 1999). Man erhofft sich, durch die 
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Wiederherstellung des normalen PEDF-Spiegels in Diabetikeraugen den drohenden 
Sehverlust zu verzögern (Amano et al. 2005). 
Die AMD gilt als Hauptursache einer schweren Sehbehinderung des Alters. Infolge 
des demographischen Wandels und der höheren Lebenserwartung steigt die Zahl 
betroffener Patienten rasch an (Schrader 2006). AMD tritt in zwei Manifestationen 
auf: in einer trockenen und feuchten Form. Hinsichtlich der Ursache werden vor 
allem Pigmentepithelüberlastung und oxidativer Stress am Augenhintergrund 
diskutiert. Bekannte Risikofaktoren sind Alter, weibliches Geschlecht sowie 
Nikotinabusus. Die trockene Form steht im Zusammenhang mit der Atrophie der 
zentralen Retina oder Macula (Reinhard 2007).  
Eine Matrixdegeneration trägt einen bedeutenden Part zur Pathogenese der AMD bei 
(Ahir et al. 2002). Als Antwort auf ein Ungleichgewicht zwischen angiogenen und 
angioinhibitorischen Faktoren entsteht in ca. 10% der Fälle - als schwerste 
Komplikation der Veränderungen im Komplex von Pigmentepithel, Bruch`scher 
Membran und Choriokapillaris - die feuchte Form der AMD. Diese exsudative Form 
der AMD wird vom Wachstum abnormaler Gefäße verursacht, die durch eine 
choroidale Neovaskularisation (CNV) verursacht wird (Reinhard 2007). Die CNV stellt 
die Hauptursache für den Visusverlust bei Patienten mit AMD dar (Hoffmann et al. 
2006). Hierbei kommt es unter der Netzhaut zur Ausbildung flächiger, zur Blutung 
neigender Gefäßmembranen (Leu et al. 2002). In mehreren fest organisierten 
Schritten und Interaktionen zwischen vaskulären Endothelzellen, RPE-Zellen und der 
ECM, bilden sich fibrovaskuläre subretinale Membranen (Hoffmann et al. 2006). 
Durch den hinzukommenden Choriokapillarisschwund sind die zur Phagozytose 
fähigen RPE-Zellen überlastet, was zu den bekannten lipidreichen Ablagerungen auf 
der Bruch’schen Membran, den Drusen, führt (Reinhard 2007). Sowohl die ECM als 
auch die Bruch’sche Membran werden abgebaut, so dass es zu 
Gefäßaussprossungen kommen kann (Leu et al.2002).  
In CNV-Membranen werden viele angiogene Faktoren exprimiert. Die am besten 
untersuchten Faktoren sind VEGF, PDGF und bFGF. Hoffmann und Mitarbeiter. 
(2006) konnten zeigen, dass das innerhalb der CNV-Membranen befindliche 
undifferenzierte RPE befähigt ist, VEGF zu sezernieren. Im Gegensatz dazu ist 
stromales RPE häufig in der Nähe von TNF-α-sezernierenden Zellen oder 
extrazellulärem Fibronektin zu finden. Fibronektin ist in unlöslicher Form als ein mit 
der ECM vieler Zellen assoziiertes Protein bekannt und wurde auch in humanen         
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CNV-Membranen bei exsudativer AMD nachgewiesen. Außerdem ist es ein wichtiger 
Bestandteil der in der Einleitung beschriebenen Drusen. Fibronektin führt unter 
anderem zur vermehrten Expression von VEGF durch RPE-Zellen. Dabei 
exprimieren RPE-Zellen die Fibronektin-bindenden Integrine ανβ3 und ανβ5 auf ihrer 
Oberfläche. In vorangegangenen Arbeiten in anderen Zelltypen konnte gezeigt 
werden, dass durch die Bindung dieser Integrine an Fibronektin eine Aufregulation 
der Expression von MMP-2 herbeigeführt wird. Weil Fibronektin seine Wirkungen 
über die Bindung an Integrine vermittelt und ebenso VEGF hochreguliert, könnte es 
einen Regulator von MMP-2 darstellen. Hoffmann und Mitarbeiter konnten keine 
Aufregulation von MMP-9 durch Fibronektin nachweisen (Hoffmann et al. 2006).  
Immunhistochemisch konnten MMPs bei Patienten mit AMD weit verteilt über das 
RPE sichtbar gemacht werden. Allerdings konnte in Drusen keine Aktivität der MMPs 
nachgewiesen werden. Dafür wurde TIMP-3 nachgewiesen, was für eine relativ 
langsame Proteolyse innerhalb dieser Drusen spricht (Leu et al.2002). In            
CNV-Membranen werden ebenfalls einige MMPs exprimiert (Ahir et al. 2002). Für 
das Fortschreiten einer AMD scheinen zwei dieser MMPs, MMP-2 und MMP-9, eine 
enorme Bedeutung zu haben (Hoffmann et al. 2006). MMP-2 und MMP-9 konnten in 
der Nähe der oben beschriebenen Gefäßaussprossungen sowie der Bruch’schen 
Membran nachgewiesen werden (Steen et al. 1998). Durch ihre Expression bewirken 
sie eine Erhöhung der hydraulischen Leitfähigkeit der Bruch’schen Membran, was 
einen wichtigen Faktor in der Pathogenese der AMD darstellt (Ahir et al. 2002). 
Während MMP-2 hauptsächlich in den Gebieten neu proliferierender Gefäße 
gefunden wurde, konnte für MMP-9 eine erhöhte Expression an den Rändern der 
CNV-Membranen beobachtet werden. In weiterführenden Studien konnte gezeigt 
werden, dass ruhende RPE-Zellen zwar MMP-2, nicht aber MMP-9 sezernierten. 
Eine Stimulation mit TNF-α induzierte die Sekretion von MMP-9 und führte zur 
Aufregulation der MMP-2-Sekretion. Stimulation mit Fibronektin und VEGF, nicht 
aber mit bFGF, führten ebenfalls zu einem Anstieg der MMP-2-Sekretion (Hoffmann 
et al. 2006). Aus den Ergebnissen dieser Studien lässt sich schließen, dass durch 
Stimulation der angiogen wirkenden Moleküle VEGF, Fibronektin und TNF-α die 
MMP-2- und MMP-9-Sekretion gesteigert und somit die Entwicklung einer CNV 
gefördert werden. RPE-Zellen als MMP-Quelle spielen somit eine Schlüsselrolle. 
Während die CNV-umgebenden RPE-Zellen in den frühen Entwicklungsstufen dieser 
Erkrankung eher förderlich auf die Entwicklung von CNV wirken, spielen sie im 
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Spätstadium eher eine Rolle bei der Regression (Hoffmann et al. 2006). Durch die 
Sekretion von MMPs wird der Angiogeneseprozess verstärkt und deren Wirkung 
durch TIMPs reguliert. Am Mausmodell konnte gezeigt werden, dass durch 
Ausschalten der MMP-2 und MMP-9-Expression die Formation und somit die Bildung 
von CNV-Membranen verhindert wird. Damit wurde eine Beteiligung von MMP-2 und 
MMP-9 an der Entwicklung von CNV nachgewiesen. Eine selektive Hemmung von 
MMP-2 und MMP-9 könnte somit eine alternative Strategie zur Hemmung der 
Entwicklung einer exsudativen AMD darstellen (Hoffmann et al. 2006).  
Bezüglich der Therapie der AMD soll durch den Einsatz intravitreal injizierter VEGF-
Inhibitoren die Neovaskularisation gezielt gestoppt werden. Mit Pegaptanib 
(Handelsname Macugen®), einem Antisense-Oligonukleotid, welches als Aptamer 
ähnlich einem Antikörper agiert, wurde erstmals ein VEGF-Inhibitor zur Therapie der 
feuchten AMD zugelassen. Gegenwärtig werden die Wirkstoffe Bevacizumab 
(Handelsname Avastin®) und Ranibizumab (Handelsname Lucentis®) vergleichend 
diskutiert. Bezüglich der Visusverbesserung zeigten Bevacizumab und Ranibizumab 
ähnliche Ergebnisse. Ranibizumab ist seit einiger Zeit zum Einsatz bei feuchter AMD 
zugelassen, während Bevacizumab als „Off-Label-Use“-Substanz eingesetzt wird 
[Berndt 2011; Comparison of Age-related Macular Degeneration Treatments Trials 
(CATT) Research Group2012]. 
 
Unsere Versuchsreihen wiesen darauf hin, dass die MMP-2- und MMP-9-Sekretion 
durch bRE- und hRPE-Zellen nach TNF-α-, TGF-β2-, VEGF- oder PEDF-Exposition 
verstärkt wird. Im Hinblick auf die funktionell gegenläufigen Effekte von PEDF und 
VEGF auf retinale Endothelzellen (PEDF besitzt antiangiogene, VEGF besitzt 
angiogene Wirkung, siehe auch unter 1.6.) sind besonders die Resultate interessant, 
die im Einklang mit einer PEDF- bzw. VEGF-induzierten Sekretionserhöhung von 
MMP-2 und MMP-9 durch retinale Endothelzellen stehen. Beim Vergleich von VEGF 
und PEDF fällt auf, dass beide Faktoren eine neurotrophe und neuroprotektive 
Wirkung haben, aber auf Gefäßpermeabilität und Angiogenese gegensätzlich wirken. 
Aufgrund des Gleichgewichts von pro- und antiangiogenen Faktoren findet im 
gesunden adulten Auge keine Neoangiogenese statt. Gerät hingegen die Balance 
von VEGF und PEDF aus dem Gleichgewicht, wie bei ischämischen oder malignen 
Erkrankungen, kommt es zum Wachstum neuer Gefäße (Marin-Castaño et al. 2003). 
Interessant ist der Einfluss von VEGF und PEDF auf die Expression und Wirkung 
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von MMPs. In der vorliegenden Arbeit wurde die Aktivität von VEGF und PEDF 
gegenüber bRE-Zellen näher beleuchtet. Dabei zeigte sich sowohl für VEGF als 
auch PEDF eine tendenziell stimulierende Wirkung auf das Sekretionsverhalten von 
MMPs. Sowohl die Pro-Form von MMP-2 als auch MMP-2 zeigten den Trend zur 
Aufregulation durch VEGF und PEDF. Außerdem scheint MMP-2 unter Kontrolle des 
VEGF-PEDF-Verhältnisses zu stehen. Wird dieses Verhältnis gestört, durch z.B. 
angioproliferative Augenerkrankungen wie der PVR, PDR oder der neovaskulären 
AMD, kann es zu Änderungen der MMP-2-Produktion kommen, welche in den 
Prozess der Angiogenese involviert ist. Bei den oben beschriebenen Pathologien 
spielen Entzündungsvorgänge eine bedeutende Rolle (Burk und Burk 2005, Maier et 
al. 2007, Kollias und Ulbig 2010). Eine verstärkte MMP-Expression während der 
Pathogenese dieser okulären Erkrankungen ist bekannt (Sivak und Fini 2002). 
Unsere Resultate zeigten auch die Tendenz zu einer vermehrten und zugleich    
TNF-α-stimulierten Produktion von sowohl MMP-2 als auch MMP-9 durch hRPE-
Zellen und bRE-Zellen bei diesen Erkrankungen. Wie bereits oben erwähnt, bedürfen 
diese Resultate allerdings der Überprüfung durch weitere Experimente. Zukünftige 
Experimente müssen folgen, um die Befunde der vorliegenden Arbeit statistisch 
abzusichern, da die im Rahmen dieser Arbeit erreichte Anzahl der hierzu 
durchgeführten Experimente aus Zeitgründen gering bleiben musste. Im Fokus 
weiterer Versuche sollten zusätzlich eine zymographische Analyse möglicher 
dosisabhängiger Effekte der oben genannten Zytokine und Mediatoren sowie eine 










Im Rahmen von physiologischen und pathologischen Prozessen kann es zu einem 
Umbau des ursprünglichen Gewebes kommen. Bei neovaskulären Erkrankungen des 
Auges stellt die Angiogenese ein wichtiges pathogenetisches Merkmal dar. Eine 
Grundvoraussetzung für die Angiogenese, und damit für die Ausbildung neuer 
Gefäße, stellt die Degradation der die Zellen umgebenden extrazellulären Matrix 
(ECM) dar. Im Mittelpunkt des Abbaus der ECM stehen neben anderen wichtigen 
Proteasen vor allem MMPs. 
Bei den MMPs handelt es sich um eine Familie substratspezifischer Endopeptidasen. 
Nach Aktivierung der Zymogene können Expression und die Aktivität der MMPs in 
ihrer Wirkung durch eine Reihe von Wachstumsfaktoren und Zytokine moduliert 
werden. Die Regulation dieser Enzyme verläuft auf verschiedenen Ebenen ab und 
steht unter anderem unter Kontrolle spezifischer endogener Inhibitoren der aktiven 
Enzyme, den TIMPs. MMPs beeinflussen die Entstehung, Progression und die 
Komplikationen okulärer Erkrankungen. Beispielsweise spielen sie eine wichtige 
Rolle beim Abbau der vaskulären Basalmembran und sind daher wesentlich an der 
Pathogenese proliferativer okulärer Erkrankungen wie der AMD, der PDR oder der 
PVR beteiligt. Diese Erkrankungen gehen mit einer gesteigerten MMP-Expression 
bzw.-Aktivität einher. 
Der erste Teil der vorliegenden Arbeit beschäftigt sich mit der Frage, welche MMPs 
durch hRPE-Zellen produziert werden können. Dabei wurde die Präsenz von MMP-2 
und MMP-9 in hRPE-Zellen mittels Zymographie nachgewiesen. Mittels Western-
Blotting wurde TIMP-2 als Vertreter der natürlichen Inhibitoren der MMPs detektiert. 
Ebenso wurde der Einfluss von TNF-α auf das Sekretionsverhalten der MMPs in 
hRPE-Zellen beurteilt. Unsere Ergebnisse lassen die Aussage zu, dass eine 
Exposition von hRPE-Zellen gegenüber TNF-α tendenziell zu einer Steigerung der 
Produktion von MMP-2 und MMP-9 als auch der Produktion von TIMP-2 führt. 
Der zweite Teil der Arbeit widmet sich der Expression von MMPs durch retinale 
Endothel-(RE-)Zellen. Hier wurde der Einfluss verschiedener Zytokine/Mediatoren 
(TNF-α, TGF-β2, VEGF und PEDF) beurteilt. Dabei ließ sich der Trend zu einem 
stimulierenden Einfluss vor allem von TGF-β2 und VEGF auf die Produktion von 
MMP-2 und MMP-9 durch RE-Zellen beobachten. Für PEDF wurde ein ebenfalls 
stimulierender Einfluss auf die Produktion von MMP-2 durch RE-Zellen diskutiert. 
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Insgesamt legen die erhaltenen Resultate nahe, dass sowohl hRPE- als auch       
RE-Zellen die inaktive und die aktivierte Form von MMP-2 und MMP-9 sezernieren 
können und somit an der lokalen Produktion von MMPs in der Retina              
beteiligt sind. Unter pathophysiologischen Bedingungen – das betrifft insbesondere 
proinflammatorische Bedingungen sowie ein proangiogenes Milieu – dürfte es zu 
einer TNF-α-induzierten Steigerung der MMP-2-Sekretion durch diese Zellen 
kommen. Zudem bewirkt eine Störung des VEGF-PEDF-Verhältnisses, z.B. unter 
Einfluss angioproliferativer Augenerkrankungen wie PDR, PVR oder neovaskuläre 
AMD, Änderungen der MMP-2-Produktion, welche in den Prozess der Angiogenese 
involviert sind. 
Zusammenfassend lassen die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation eine 
wichtige Rolle der untersuchten MMPs und TIMPs an der Pathogenese von okulären 
Krankheitsbildern vermuten. Die Resultate bedürfen allerdings der Überprüfung 
durch weitere Experimente, in die eine größere Zahl von Primär-Zellkulturen 






AMD      Altersabhängige Makuladegeneration 
AP      Alkalische Phosphatase 
APS      Ammoniumpersulfat  
Aqua dest     Aqua destillata 
BCIP      5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate 
p-toluidine salt 
BRE-Zellen     Bovine Retinale Endothelzellen 
BSA      Bovines Serumalbumin 
Bzw      beziehungsweise 
CaCl      Calciumchlorid 
CEC      Choroidale Endothelzellen 
CNV      Choroidale Neovaskularisation 
DMEM     Dulbecco’s modified eagle’s medium 
ECM       Extrazelluläre Matrix  
EDTA      Ethylendiamintetraessigsäure 
EGM      Endothelzell-Wachstumsmedium 
ENOS      Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase 
ER      Estrogenrezeptor 
Exp.      Experiment 
FCS      Fetales Kälberserum 
FGF      Fibroblast Growth Factor 
HB-EGF     Heparin-binding Epidermal Growth Factor 
HBSS      Hanks’ Buffered Salt Solution 
HEPES Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsäure 
HRPE-Zellen Humane Retinale Pigmentepithelzellen 
IGF      Insulin-Like Growth Factor  
IPM      Interphotorezeptor-Matrix 
ITS      Insulin-Transferrin-Selen 
MgCl2      Magnesiumchlorid 
MMP       Matrixmetalloproteinase 
MT-MMP     Membrane Type Matrixmetalloproteinase 
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NaCl      Natriumchlorid 
NBT      Nitro Blue Tetrazolium Chloride 
NO      Stickstoffmonoxid 
NPDR      Nichtproliferative diabetische Retinopathie 
PA-System     Plasminogen-Aktivator-System 
PAGE      Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS      Phosphat-gepufferte Saline 
PDGF      Platelet Derived Growth Factor 
PDR      Proliferative diabetische Retinopathie 
PEDF      Pigment Epithelium Derived Factor 
Pen      Penicillin 
PIGF      Placenta Growth Factor 
PMN      Polymorphonukleare Leukozyten 
PVR      Proliferative Vitreoretinopathie 
RE-Zellen     Retinale Endothelzellen 
RPE      Retinales Pigmentepithel 
RPE-Zellen     Retinale Pigmentepithelzellen 
SDS      Natriumdodecylsulfat 
Strep      Streptomycin 
TACE      TNF-α Converting Enzym 
TBS      Tris-gepufferte Saline 
TEMED     N,N,N´,N´- Tetramethylethylen-1,2- diamin 
TGF      Transforming Growth Factor 
TIMP      Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinase 
TNF      Tumor Necrosis Factor 
UPA      Urokinase-Typ-Plasminogenaktivator 
VEGF      Vascular Endothelial Growth Factor 
VEGFR     VEGF-Tyrosinkinase-Rezeptor 
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